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PENGEMBANGAN DETEKSI AFRICAN SWINE FEVER BERBASIS 
PROTEIN REKOMBINAN SPESIFIK P72-ASFV YANG DIINDUKSI 




African swine fever (ASF) adalah penyakit hemoragik mematikan yang 
menyerang babi liar dan domestik dengan tingkat penyebaran penyakit yang 
sangat cepat. Penyakit ASF disebabkan oleh virus dari DNA untai ganda dari 
genus Asfavirus. Protein p72 merupakan virion penyusun kapsid virus ASF yang 
menjadi imunogen utama yang ditemukan dalam infeksi alami pada babi. 
Penelitian ini bertujuan untuk mendapatkan kandidat deteksi ASF menggunakan 
antibodi poliklonal kelinci yang diinduksikan dengan protein rekombinan p72-
ASFV. Protein rekombinan p72 merupakan protein yang diperoleh dari hasil 
rekayasa genetik dengan memindahkan gen pengkode protein p72 ke sel bakteri 
E.coli. Sampel protein rekombinan p72-ASFV yang digunakan berasal dari 
PUSVETMA Surabaya. Selanjutnya dilakukan purifikasi dan karakterisasi protein 
rekombinan p72 dengan metode elektroforesis SDS-PAGE dengan melihat profil 
pita protein p72 yang memiliki berat molekul 72 kDa. Untuk memperoleh 
antibodi protein p72 dilakukan imunisasi menggunakan kelinci putih New 
Zealand (Oryctolagus cuniculus) berjenis kelamin jantan umur kurang lebih 6 
bulan dengan berat badan 4 kg. Kelinci diimunisasi dengan isolate protein p72 
yang diemulsikan dalam adjuvant (1:1) secara subkutan dengan dosis 800 µL. 
Imunisasi pertama dengan penambahan CFA 400 µL dan IFA 400 µL pada 
booster pertama dan booster kedua. Evaluasi imunogenesitas protein rekombinan 
p72 dilakukan dengan metode indirect ELISA sedangkan uji spesifisitas antibodi 
p72 terhadap antigen p72 dilakukan dengan uji Western Blot. Serum kelinci hasil 
induksi protein p72 dikoleksi setiap minggu selama 7 minggu. Hasil uji titer 
antibodi dengan metode indirect ELISA tertinggi pada bleeding minggu ke-7 
dengan nilai optical density sebesar 0.337. Hasil uji spesifitas dengan uji Western 
Blot menunjukkan bahwa antibodi p72 dapat mengenali antigen p72 pada berat 
molekul 72 kDa. 









DEVELOPMENT OF AFRICAN SWINE FEVER DETECTION BASED 
ON SPECIFIC PROTEIN P72 INDUCTED IN 




African swine fever (ASF) is a deadly hemorrhagic disease that attacks 
wild and domestic pigs with the infection rate is very fast.  ASF disease caused by 
a virus of double-stranded DNA of the genus Asfavirus. Protein p72 is an ASF 
virus virion capsid composer who became major immunogens that are found in 
the natural infection in pigs. This study aims to find the candidate ASF detection 
using rabbit polyclonal antibodies induced by the recombinant protein p72-ASFV. 
Recombinant p72 protein is a protein obtained from genetic engineering by 
transferring the gene encoding the protein p72 to E.coli bacterial cells. Sample-
ASFV p72 recombinant protein is derived from PUSVETMA Surabaya. 
Furthermore, the purification and characterization of recombinant protein p72 by 
SDS-PAGE electrophoresis method to see the profile of p72 protein band with 
molecular weight of 72 kDa. To obtain the p72 protein antibody, immunization 
was carried out using a male New Zealand white rabbit (Oryctolagus cuniculus) 
aged approximately 6 months and weighing 4 kg. Rabbits were immunized with 
p72 protein isolate which is emulsified in adjuvant (1: 1) subcutaneously at a dose 
of 800 mL.  The first immunization with CFA addition of 400 mL and 400 mL 
IFA on the first booster and a second booster. Evaluation of recombinant protein 
p72 imunogenesitas conducted using indirect ELISA test while specificity 
antibodies against the antigen p72 p72 done by Western Blot test. Rabbit serum 
produced by p72 protein was collected every week for 7 weeks. Antibody titer test 
results with the highest ELISA indirect method on bleeding week 7 with optical 
density values for 0337. The results of the specificity test using the Western Blot 
test showed that the p72 antibody could recognize the p72 antigen at a molecular 
weight of 72 kDa. 
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DAFTAR SINGKATAN DAN ARTI LAMBANG 
 
ASF  : African Swine Fever 
ASFV  : African Swine Fever Virus 
CSF  : Classical swine fever 
DNA  : Deoxyribonucleic acid 
ELISA  : Enzyme-linked immunosorbent assay 
FAT  : Fluorescent antibody test 
IFA  : Indirect fluorescent antibodi 
kDa  : Kilo Dalton 
MCP  : Major capsid protein 
NCLDV : Nucleocytoplasmic large DNA virus 
OD  : Optical density 
OIE  : Office International des Epizooties 
ORFs  : Open Reading Frame 
pAb  : Polyclonal Antibody 
PBST  : Thosphate-buffered saline Tween 
PCR  : Polymerase chain reaction 
PDNS  : Porcine dermatitis dan nephropathy syndrome 
PRRS  : Porcine reproductive and respiratory syndrome 
PVDF  : Polyvinylidene fluoride 
SDS  : Sodium dodecyl sulphate 
SDS-PAGE : Sodium dodecyl sulphate polyacrilamide gel elektroforesi 
WB  : Western blot
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BAB I PENDAHULUAN 
1.1 Latar Belakang 
African swine fever (ASF) atau dikenal dengan demam babi Afrika 
merupakan penyakit infeksius pada babi yang disebabkan oleh virus DNA dengan 
untai ganda. Virus ini menyebabkan demam tinggi dan hemoragik pada kulit dan 
organ dalam dengan tingkat kematian yang tinggi pada babi domestik (Sendow, 
dkk., 2020). Penyakit ASF tidak menular ke manusia, namun dengan tingkat 
kematian pada babi yang mencapai 100% mengakibatkan penyakit ini dapat 
menimbulkan kerugian ekonomi yang sangat besar. Penyakit ASF memiliki angka 
morbiditas yang tinggi dengan tingkat mortalitas yang mencapai 70-100% 
tergantung pada stadium penyakit. Adanya serangan penyakit ASF pada sejumlah 
industri peternakan babi saat ini memberikan tantangan untuk program 
pemberantasan dan pengendalian penyakit. Virus ASF dapat bertahan pada waktu 
yang lama dalam produk babi dan olahan babi yang berpotensi mengancam nilai 
ekspor dan impor dengan kerugian ekonomi yang sangat besar. Selain itu, sifat 
virus ASF yang stabil di lingkungan mengakibatkan terjadinya proses penyebaran 
penyakit yang begitu cepat di wilayah baru. Faktor stres saat transportasi 
mengakibatkan babi yang karier terhadap virus ASF dapat menularkan virus ke 
babi yang lain sehingga menimbulkan wabah penularan penyakit yang 
berkesinambungan. 
Pengawasan lalu lintas ternak babi memerlukan adanya deteksi dini 
terhadap ternak babi dalam suatu peternakan atau wilayah baru secara cepat dan 
tepat untuk mencegah terjadinya penyebaran penyakit. Diagnosis ASF dapat 
didasarkan pada pengamatan gejala klinis. Namun, karena besarnya kemiripan 
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gejala klinis ASF dengan penyakit babi hemoragik lainnya seperti Hog Cholera, 
Pig Respiratory and Reproductive Syndrome (PRRS), Aujeszky (pseudorabies), 
dan Salmonellosis (Sanchez, et al., 2019) membuat perlunya dilakukan uji 
diagnosis berupa pemeriksaan laboratorium.  
Deteksi adanya antigen dan antibodi terhadap virus ASF dapat dilakukan 
dengan uji Polymerase chain reaction (PCR), ELISA, dan Direct 
immunofluorescence (DIF), serta perlu dilakukan uji konfirmasi lanjut dengan uji 
Immunoblotting test (IB) atau Indirect Fluorescent Antibody (IFA) (Beltran-
Alcrudo, et al., 2017). Meskipun demikian uji diagnosis tersebut dinilai masih 
memiliki kekurangan dalam membantu deteksi cepat karena perlengkapan test 
yang mahal, belum tersedianya bahan reagen dan test kit secara luas, serta 
diperlukan pelatihan dan praktik laboratorium yang baik untuk mencegah 
terjadinya reaksi silang. 
Protein p72 merupakan bagian dari penyusun kapsid virus ASF yang 
diketahui telah berperan dalam menginduksi antibodi anti-ASF yang terdeteksi 
pada babi yang terinfeksi secara alami (Liu, et al., 2019). Dalam beberapa 
penelitian teknik molekuler yang menggunakan rancangan pengkodean p72 
menunjukkan bahwa protein ini mampu terkarakterisasi dengan baik dan bertahan 
dalam lingkungan kultur sel sehingga menjadi kandidat yang baik untuk diagnosis 
serologis (Phillips, 2016). Protein rekombinan p72 merupakan protein yang 
diperoleh dari rekayasa genetika dengan menyisipkan fragmen DNA protein p72 
ke dalam plasmid vektor dan ditransferkan ke dalam sel host berupa bakteri E.coli 
untuk produksi protein p72. 
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Untuk membuktikan bahwa protein rekombinan p72 memiliki sifat 
imunogenik dan spesifik dikenali oleh produk antibodinya, maka pada penelitian 
ini digunakan protein rekombinan p72 untuk menginduksi terbentuknya antibodi 
poliklonal pada kelinci putih New Zealand yang dievaluasi menggunakan teknik 
ELISA dan Western Blot. Produk antibodi dari protein rekombinan p72 
diharapkan dapat dikembangkan sebagai kandidat deteksi ASF yang lebih cepat, 
mudah dan akurat 
1.2 Rumusan Masalah 
Adapun rumusan masalah dalam penelitian ini di antaranya: 
1. Apakah protein rekombinan p72 dapat menginduksi terbentuknya antibodi 
pada kelinci? 
2. Bagaimana gambaran imunogenisitas dan spesifisitas pAb terhadap protein 
rekombinan p72 berdasarkan metode Western Blot?  
1.3 Batasan Masalah 
1. Antigen yang digunakan merupakan protein rekombinan p72 yang 
didapatkan dari Pusat Veteriner Farma Surabaya dengan berat molekul 
terkonfirmasi 72 kDa. 
2. Hewan kelinci putih New Zealand (Oryctolagus cuniculus) berjenis 
kelamin jantan usia 6 bulan dengan berat  ±4 kg yang didapatkan dari 
Moen Farm (Ternak Kelinci Ras dan Hias) Sidomulyo Kota Batu dan telah 
mendapatkan surat kelaikan etik. 
3. Karakterisasi protein rekombinan p72-ASFV menggunakan metode SDS- 
PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate Poly Acrylamide Gel Electrophoresis). 
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4. Purifikasi protein rekombinan p72 dengan menggunakan metode 
elektroelusi SDS-PAGE. 
5. Analisa titer antibodi dan imunogenesitas terhadap protein rekombinan 
p72 dengan metode ELISA. 
6. Uji Spesifisitas antibodi poliklonal terhadap protein rekombinan p72-
ASFV menggunakan metode Western Blot. 
1.4 Tujuan  
Adapun tujuan penilitian ini di antaranya: 
1. Untuk mengetahui adanya respon imun kelinci yang diiduksi protein 
rekombinan p72 berupa pembentukan antibodi poliklonal p72 yang dilihat 
berdasarkan titer antibodi dengan uji ELISA. 
2. Untuk mengetahui gambaran imunogenisitas antibodi poliklonal yang 
mampu mengenali protein rekombinan p72 secara spesifik pada berat 
molekul 72 kDa dengan uji Western Blot. 
1.5 Manfaat  
Adapun manfaat penelitian di antaranya: 
1. Mendapatkan kandidat pengembangan deteksi kit ASF berbasis molekul 
antibodi poliklonal dari protein rekombinan p72 yang memiliki sifat 
imunogenik dan spesifik mengenali protein p72 dari virus ASF. 
2. Bagi mahasiswa dapat menambah kekayaan ilmu dalam bidang kedokteran 
hewan untuk capaian kompetensi profesi dokter hewan dalam melakukan 





BAB II TINJAUAN PUSTAKA 
2.1 African Swine Fever 
African swine fever (ASF) atau dikenal dengan istilah demam babi Afrika 
merupakan penyakit infeksius yang menyerang babi dengan manifestasi demam 
tinggi dan perdarahan pada sejumlah organ internal. Penyakit ini disebabkan oleh 
virus DNA untai ganda dari genus Asfivirus dan family Asfaviridae. Penyakit 
demam babi Afrika pertama kali diidentifikasi pada tahun 1909 di Kenya dan saat 
ini telah menyebar ke Asia termasuk Indonesia (Sendow dkk., 2020). Penyakit 
demam babi Afrika tidak bersifat zoonosis sehingga tidak menimbulkan resiko 
terhadap kesehatan manusia, namun dapat menimbulkan kerugian ekonomi yang 
sangat besar bagi peternak babi di dunia karena angka morbiditas dan 
mortalitasnya yang tinggi. Penyakit demam babi Afrika masuk dalam daftar OIE 
notifiable disease sebagai bioterorisme yang dapat menghancurkan kondisi 
ekonomi di suatu wilayah dengan jumlah populasi babi yang tinggi dengan 
peternak yang hanya mengandalkan mata pencarian dari beternak babi (Sendow, 
dkk., 2020). Penyakit ini juga dikategorikan sebagai penyakit lintas batas karena 
penyebaran virus ASF dapat melalui lalu lintas ternak dan produk babi yang 
tercemar melalui sisa makanan yang menjadi pakan ternak babi sehingga 
penyakit ini dapat menyebar dengan cepat ke beberapa negara (Beltran, et al., 
2019). 
Kejadian penyakit African swine fever (ASF) pertama kali ditemukan pada 
tahun 1909 di Kenya, Afrika Timur. Pada tahun 1957 penyakit ini menyebar ke 
Negara Portugal dan berbagai negara bagian Eropa lainnya. Di daerah Asia, virus 
ASF ditemukan pada babi liar di Iran pada tahun 2010. Kasus ASF di Asia Timur 
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dilaporkan pertama kali terjadi di Tiongkok pada tahun 2018 kemudian menyebar 
ke Mongolia pada bulan januari 2019. Vietnam merupakan negara di Asia 
Tenggara yang pertama kali mengkonfirmasi kasus demam babi Afrika pada 
bulan Februari 2019. Secara berturut-turut ASF dilaporkan terjadi di Kamboja 
pada bulan Maret 2019, Hongkong dan Korea Utara pada bulan Mei 2019, Laos 
pada bulan Juni 2019 dan Myanmar pada Agustus 2019. Kasus ASF di Philipina, 
Korea Selatan, dan Timor Leste dilaporkan terjadi pada bulan September 2019 
(OIE, 2019). Adapun kasus ASF di Indonesia dilaporkan terjadi pada bulan 
September 2019 dengan matinya 47.000 ekor ternak babi di 21 kabupaten/kota di 
Provinsi Sumatera Utara hal ini diumumkan secara resmi melalui keputusan 
Menteri Pertanian Republik Indonesia nomor 820/KPTS/PK.320?M/12/2019 
tentang Pernyataan  Wabah Penyakit Demam Babi Afrika (African  Swine Fever) 
pada beberapa Kabupaten/Kota di Provinsi Sumatera Utara (Sendow, dkk., 2020). 
Saat ini bentuk penanganan dan pencegahan yang dilakukan Pemerintah 
Indonesia dengan melihat dampak yang ditimbulkan penyakit ASF yang semakin 
membesar, melalui Kementerian Pertanian meningkatkan upaya monitoring dan 
surveilan secara berkesinambung terhadap peluang masuknya ternak dan produk 
oalahan ternak babi dengan melibatkan semua pihak pemangku kepentingan 
terkait. 
2.1.1 Etiologi 
Penyakit African swine fever (ASF) disebabkan oleh agen virus dari genus 
Asfivirus dan merupakan satu-satunya anggota famili Asfarviridae. Famili 
Asfarviridae termasuk dalam superfamili Nucleocytoplasmic Large DNA Virus 
(NCLDV) ordo Megavirales. Anggota NCLDV termasuk Poxviridae, Iridoviridae, 
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Ascoviridae, Phycodnaviridae, Mimiviridae, dan Marseilleviridae. Poxviruses dan 
asfarviruses menginfeksi hewan vertebrata sedangkan Mimiviruses, 
Phycodnaviruses, dan Marseilleviruses menginfeksi berbagai eukariota uniseluler 
(Phillips, 2016). Virus ASF memiliki struktur DNA untai ganda yang 
mengandung arbovirus (dsDNA) dengan genom 170-193 pasang kilobase (kbp) 
dan berisi 150-167 ORFs yang dapat menyandi 151 sampai 200 protein termasuk 
diantaranya protein p72. Virus ini menyerang sel monosit dan makrofag babi. 
Partikel virus ASF memiliki diameter sekitar 200nm dan terdiri dari beberapa 
lapisan konsentris. Struktur virion dari virus ASF terdiri dari beberapa lapisan 
dengan struktur icosahedral. Lapisan tersusun atas sentral nukleoid yang 
mengandung DNA yang dikelilingi oleh core shell, lapisan luar dari core shell 
berupa inner envelope.  Inner envelope dikelilingi oleh kapsid yang mengandung 
pE120R, pB438L dan major kapsid protein p72 (Phillips, 2016).   
          Gambar 2.1 A. Virion  mature berdiameter sekitar 200 nm dari sel Vero yang  
     terinfeksi virus ASF terlihat pada mikroskop electron.   
                        B. Ilustrasi virion Asfarviridae (Beltran-Alcrudo, et al., 2017). 
 
2.1.2 Gejala Klinis 
Manifestasi dari penyakit ASF dapat dibedakan dalam 4 bentuk gejala 
klinis yakni perakut, akut, subakut, dan kronis tergantung dari virulensi strain 




Stadium hiperakut ditandai dengan tingginya angka mortalitas yang mencapai 
100% setelah 4 sampai 7 hari infeksi, sedangkan pada bentuk kronik hewan 
tingkat kematian lebih rendah berkisar antara 30-70%. Manifestasi penyakit 
bentuk kronis diantaranya penurunan berat badan, demam intermiten atau berkala, 
gangguan pernapasan, ulser pada kulit, dan radang sendi. Penyakit akut ditandai 
dengan masa inkubasi 3 sampai 5 hari diikuti dengan demam tinggi dan kematian 
cepat dalam 5 sampai 10 hari sejak infeksi awal (Phillips, 2016). Masa inkubasi 
bervariasi berdasarkan rute penularan berkisar 3-21 hari (Balyshev, et al., 2018).  
 
         Gambar 2.2 A-B Hiperemi kulit bagian leher dan extremitas 
                C. Sianosis dekat area ear tag. 
                D. Lesi nekrosis kulit pada area abdomen. 
                     (Beltran-Alcrudo, et al., 2017).  
 
Bentuk akut memiliki tingkat mortalitas mencapai 100% dengan gejala 
klinis ditandai dengan demam tinggi 40.5–42°C, anoreksia, lesu, sianosis, 
inkoordinasi, peningkatan denyut jantung, dan laju pernapasan. Erithrema pada 
sekitar telinga dan badan babi, batuk dan sesak nafas, leukopenia dan 






2015). Beberapa organ dalam termasuk ginjal, limpa, dan hati mengeras dan 
mengalami edematous (Kipanyula & Nong Ona, 2016). Pemeriksaan histopatologi 
menunjukkan adanya imunosupresi parah pada organ limfoid termasuk limpa, 
kelenjar getah bening, dan limfonodus yang mengalami pembesaran dan 
perubahan warna menjadi kehitaman (Nga To, et al., 2020). Perubahan paling 
umum pada pemeriksaan  hati babi yang terinfeksi ASF yakni ditemukannya 
edema dan hemoragi. Edema dan hemoragi yang terjadi disebabkan karena virus 
ini menyerang sel target yaitu sel retikuloendothelial yang akan menyebabkan 
shock dan perdarahan. Virus ASF akan menyebabkan kerusakan sel endotel dan 
mempengaruhi pelepasan makrofag dan platelet. Virus ini memiliki efek langsung 
pada sel endotel dan makrofag (Arias, et al.,2017).  
















  Gambar 2.3 A. Oedema pulmonary disertai penggabungan jaringan paru-paru 
           B. Busa pada trakhea akibat edema paru-paru 
                      C-D. Hemoraghi lymph node gastrohepatic dan ginjal 
           (Beltran-Alcrudo, et al., 2017).  
 
Bentuk subakut dan kronis lebih sulit dikenali jika dibandingkan dengan 
pada tingkat akut atau hiperakut karena gejalanya tidak terlalu parah dan angka 





gejala seperti demam ringan, nafsu makan hilang, dan depresi, kadang disertai 
dengan abortus pada babi bunting. Morbiditas yang tinggi, tetapi mortalitasnya 
bervariasi tergantung tipe penyakitnya. Bentuk perakut memiliki mortalitas 
mencapai 100% setelah 7-10 hari pasca infeksi, bentuk akut mortalitas mencapai 
100% setelah 6-13 hari pasca infeksi, bentuk subakut mortalitas bervariasi 
tergantung umur babi, sedangkan bentuk kronis mortalitasnya rendah. (Balyshev, 
et al., 2018).   
2.1.3 Diagnosa Penyakit 
Diagnosis African swine fever (ASF) dapat dilakukan dengan pemeriksaan 
gejala klinis, pemeriksaan laboratorium baik berdasarkan uji serologis, virologis 
serta pemeriksaan post mortem. Untuk mendeteksi kejadian penyakit ASF dalam 
suatu populasi tidak hanya cukup jika hanya dilihat dengan tanda klinis karena 
penyakit ini memiliki gejala yang mirip dengan beberapa penyakit babi lainnya 
seperti Classical Swine Fever (Hog Cholera), Pig Respiratory and Reproductive 
Syndrome (PRRS), Erysipelas, Salmonellosis, dan Aujeszky (atau pseudorabies) 
sehingga pemeriksaan laboratorium perlu dilakukan untuk membedakan penyakit 
ini (Sendow, dkk., 2020). Uji diagnostik untuk ASF dapat diklasifikasikan 
menjadi dua kelompok, yaitu secara virologi dan serologi. Deteksi dan identifikasi 
antigen spesifik virus ASF, DNA virus, atau antibodi dari sampel dapat dilakukan 
dengan kombinasi test untuk mendeteksi genom virus dengan metode Polymerase 
chain reaction (PCR), mendeteksi antigen virus dengan ELISA atau fluorescent 
antibody test (FAT) (Oura, et al., 2013) atau dengan uji indirect fluorescent 
antibodi (IFA) dan real time q-PCR (Balyshev, et al., 2018). Adapun deteksi 
antibodi terhadap infeksi virus ASF dapat dilakukan dengan uji serologis seperti 
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uji ELISA, Hemaglunisasi Inhibisi, dan Immunodot blot (Balyshev, et al., 2018; 
Sendow dkk., 2020). Sampel yang digunakan pada uji serologis dapat dikoleksi 
dari serum dan untuk uji virologi dapat berupa organ seperti limpa, hati, tonsil, 
ginjal, limfoglandula, jantung, dan paru-paru dan juga sampel darah, swab nasal, 
dan swab rektal (Sanchez, et al., 2015).    
2.1.3.1 Deteksi Antigen menggunakan Uji Polymerase Chain Reaction (PCR) 
Polymerase chain reaction (PCR) digunakan untuk mendeteksi genom 
virus ASF dengan mengunakan sampel babi berupa darah, organ, dan caplak 
Ornithodorus sp. Polymerase chain reaction merupakan uji laboratorium yang 
sensitif, spesifik, dan cepat untuk isolasi virus dalam mendeteksi adanya virus 
ASF. Polymerase chain reaction memberikan sensitivitas dan spesifisitas yang 
lebih tinggi daripada metode alternatif untuk deteksi antigen, seperti Enzyme-
Linked Immunosorbent Assay (ELISA) dan Direct Fluorescent Antibody Test 
(FAT) (Beltran-Alcrudo, et al., 2017). Prosedur RT-PCR secara tradisional dapat 
dilakukan satu atau dua tahap. Prosedur satu tahap menggunakan satu tabung 
berisi primer yang diperlukan untuk menjalankan serangkaian reaksi RT-PCR 
sedangkan pada prosedur dua tahap, proses transkripsi dan amplifikasi dilakukan 
secara terpisah. Metode ini lebih fleksibel dan sensitivitas lebih tinggi 
dibandingkan prosedur satu tahap. Selain itu membutuhkan bahan awal sedikit 
dan memungkinkan untuk menyimpan cDNA untuk kuantifikasi banyak target. 
Adapun kekurangan uji dengan teknik Polymerase chain reaction (PCR) 
yaitu biaya relatif mahal, membutuhkan tindakan pencegahan yang tepat dalam 
meminimalkan dan mengendalikan terjadinya risiko kontaminasi silang serta tidak 
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dapat memberikan informasi terkait infektivitas virus (Beltran-Alcrudo, et al., 
2017). 
2.1.3.2 Deteksi Antigen menggunakan Direct Fluorescent Antibody Test 
(FAT) 
Direct Fluorescent Antibody Test (FAT) dapat digunakan untuk 
mendeteksi antigen ASFV pada jaringan babi. Prinsip uji FAT adalah deteksi 
mikroskopis antigen virus pada apusan cetakan atau cryosection tipis dari bahan 
organ. Antigen intraseluler dideteksi menggunakan antibodi spesifik 
terkonjugasi fluorescein isothiocyanate (FITC). Direct Fluorescent Antibody 
Test digunakan untuk mendeteksi antigen virus ASF dalam kultur leukosit yang 
negatif pada reaksi haemadsorption (HAD), dan digunakan pula untuk 
mengidentifikasi strain virus ASF non-haemadsorbing. Uji ini juga dapat 
membedakan antara Cytopathic Effect (CPE) atau sitotoksisitas inokulum yang 
diproduksi oleh virus lain. Uji FAT memiliki sensitivitas dan spesifisitas yang 
relatif tinggi untuk mendeteksi kasus ASF perakut dan akut. Adapun kelemahan 
dari uji FAT adalah tidak tersedianya reagen secara luas dan pada penyakit 
subakut dan kronis dapat terjadi penurunan sensitivitas hingga 40% (Beltran-
Alcrudo, et al., 2017). Selain itu, faktor teknis pengerjaan FAT dapat 
mempengaruhi hasil uji. Menurut Rudd, et al (2005) terdapat efek yang sangat 
besar jika dilakukan perubahan sedikit saja pada tata pelaksanaan uji FAT seperti 
perubahan komposisi dari konjugat yang digunakan. Dengan demikian, kualitas 
konjugat yang digunakan pada uji FAT akan sangat berpengaruh terhadap 




2.1.3.3 Deteksi Antigen menggunakan Enzym Linked Immunobsorbent Assay 
(ELISA)  
Antigen virus juga dapat dideteksi menggunakan ELISA, dengan harga 
yang lebih murah dibandingkan dengan metode PCR dan dapat menguji sampel 
dalam jumlah yang banyak tanpa peralatan laboratorium khusus. Kekurangan 
dari ELISA antigen memiliki sensitivitas yang menurun pada sampel dengan 
penyakit subakut dan kronis. Penanganan sampel yang kurang tepat dapat 
menurunkan sensitivitas terhadap uji ELISA (Beltran-Alcrudo, et al., 2017), 
pengerjaan membutuhkan waktu yang lama dan resiko terjadinya reaksi silang 
(Rinaldi, dkk., 2019). 
2.1.3.4 Deteksi Antibodi menggunakan Enzym Linked Immunobsorbent 
Assay (ELISA) 
Tes ELISA adalah teknik yang sangat berguna, banyak digunakan untuk 
studi serologi skala besar dari banyak penyakit hewan. Beberapa karakteristik 
yang paling menonjol dari metode ini adalah indeks sensitivitas dan spesifisitas 
tinggi, kecepatan tinggi, biaya yang murah dan interpretasi hasil yang mudah. 
ELISA menggunakan penandaan untuk mengidentifikasi antibodi ASF dalam 
sampel serum. Dalam teknik ini, antibodi ditandai dengan enzim tertentu. Ketika 
antigen dan antibodi berikatan satu sama lain, enzim menyebabkan reaksi yang 
menghasilkan perubahan warna. Seperti pada deteksi antigen menggunakan uji 
ELISA, kekurangan pada uji dengan metode ELISA yaitu diperolehnya hasil 
positif palsu pada sampel yang penyimpanan atau transportasi yang tidak tepat. 
Uji ELISA untuk deteksi antibodi merupakan uji screening test sehingga semua 
14 
 
sampel positif yang diragukan dengan uji ELISA harus dikonfirmasi dengan 
teknik immunoblotting (IB) (Beltran-Alcrudo, et al., 2017). 
Teknik immunoblotting (IB) merupakan uji laboratorium yang cepat dan 
sensitif untuk mendeteksi dan mengkarakterisasikan protein. Namun pada 
sampel hewan yang sebelumnya telah divaksinasi terhadap virus lain dapat 
menghasilkan reaksi positif palsu. Sehingga perlu dilakukan test konfirmasi 
alternatif lainnya seperti Indirect Immunoperoxidase Test (IPT) dan 
Immunofluorescence Antibody Test (FAT). Kekurangan dari uji immunoblotting 
yakni belum tersedianya reagen test serta harga test yang mahal (Beltran-
Alcrudo, et al., 2017). Uji teknik IB juga membutuhkan antibodi spesifik untuk 
menargetkan suatu protein, sehingga banyak protein target yang tidak dapat 
diteliti karena kurangnya antibodi yang tersedia (Limen, 2017). 
2.1.3.5 Deteksi Antibodi menggunakan Indirect Fluorescent Antibody (IFA) 
Tes ini didasarkan pada deteksi antibodi ASF yang mengikat satu lapisan 
sel ginjal monyet hijau yang terinfeksi ASFV yang telah disesuaikan. Reaksi 
antibodi-antigen dideteksi oleh konjugat fluorescein berlabel. Sampel positif 
menunjukkan fluoresensi spesifik dalam sitoplasma sel yang terinfeksi. Indirect 
Fluorescent Antibody adalah teknik cepat dengan sensitivitas dan spesifisitas 
tinggi untuk mendeteksi antibodi ASF dari eksudat serum, plasma, atau jaringan. 
Adapun keterbatasan penggunaan uji ini adalah biaya test yang mahal, komersial 
reagen, dan peralatan seperti mikroskop fluorescent yang mahal (Beltran-
Alcrudo, et al., 2017). Serta perlu infrastruktur bangunan yang stabil dengan 




2.1.4 Transmisi dan Kontrol ASF (African Swine Fever) 
Penularan penyakit ASF dapat terjadi dengan kontak langsung maupun tidak 
langsung serta melalui gigitan caplak Ornithodorus sp yang menjadi vektor dari 
virus ASF. Penularan secara langsung dapat terjadi melalui kontak cairan tubuh 
hewan yang terinfeksi seperti air liur, urin, dan feses, sedangkan secara tidak 
langsung dapat terjadi melalui fomit atau benda-benda lain yang tercemar virus 
ASF termasuk pemberian pakan dari sisa sampah (Sendow, dkk., 2020). Beberapa 
spesies caplak Ornithodorus sp yang dilaporkan menjadi vektor penular virus 
ASF diantaranya O. erraticus (O. marocanus), O. moubata complex, O. 
puertoricensis, O.coriaceus, O. turicata, O. savignyi, O. sonrai. (OIE 2017). 
Quembo, et al (2017) menyebutkan bahwa penularan virus ASF yang paling 
umum terjadi melalui air liur. 
Penyebaran virus ASF dapat melalui lalu lintas ternak, produk olahan babi, 
dan sisa-sisa makanan menjadi pakan ternak babi. Penyakit ASF digolongkan OIE 
sebagai penyakit lintas batas karena penularan yang sangat cepat ke beberapa 
negara (Beltrán-Alcrudo, et al., 2019). Faktor manusia sangat berperan dalam 
menyebarkan penyakit ASF dari suatu negara ke negara lain. Kipanyula & 
Nong’ona (2017) menyebutkan bahwa penyebaran infeksi ASF lebih banyak 
melalui kendaraan pengangkut dan manusia yang membawa sisa-sisa makanan 
untuk pakan babi, pada daging babi yang terinfeksi, dan bahan makanan yang 
terkontaminasi daging babi pada saat karantina seperti pisang atau bahkan jagung 
menjadi potensi masuknya ASF ke daerah yang tidak terdampak. 
Kontrol ASF dapat dilakukan dengan menerapkan biosekuriti yang baik 
berupa menggunakan sepatu dan baju kandang yang baru saat masuk ke 
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peternakan agar fomit yang menempel pada pakaian atau sepatu tidak terbawa ke 
tempat lain. Kendaraan pengangkut babi harus didesinfeksi sebelum memasuki 
area peternakan. Tempat pakan, pakaian, sepatu boot, dan keranjang babi serta 
kandang yang akan digunakan kembali dapat dilakukan dekontaminasi dengan 
menyemprotkan disinfektan. Sendow dkk (2020) menyebutkan bahwa sejak bulan 
September 2019 Dinas Peternakan Provinsi Sumatera Utara telah melaporkan 
banyak terjadi kasus kematian babi di peternakan rakyat/tradiosional dengan 
gejalah mirip dengan ASF. Beberapa kemungkinan masuknya ASF ke Indonesia 
yaitu penggunaan sisa-sisa makanan oleh peternak babi tradisional. Sebagian 
peternak langsung memberikan sisa makanan tersebut tanpa melakukan 
pengolahan seperti pemanasan. Karena belum terdapat vaksin yang efektif dan 
aman untuk penanggulangan ASF. Pemberantasan penyakit ASF dapat dilakukan 
dengan pemusnahan babi sakit dan babi lain yang pernah terpapar dengan babi 
sakit. Respon cepat tanggap melalui karantina yang ketat, penutupan terbatas 
pada lalu lintas babi, pengolahan pakan babi yang baik sangat diperlukan untuk 
mencegah penyebaran infeksi ASF ke daerah lain. Sendow, dkk (2020) 
menyebutkan bahwa Negara Australia memiliki peraturan pada transportasi 
penerbangan dimana semua penumpang penerbangan wajib mendata barang 
bawaan makanan dan menanyakan riwayat kunjungan ke suatu peternakan babi 
atau kontak dengan hewan. Cara ini dinilai cukup efektif untuk mencegah 
masuknya ASF ke negara tersebut dengan sanksi hukum yang ketat. 
2.2 Struktur Protein p72 ASFV 
Protein p72 merupakan salah satu protein kapsid utama (Mayor Capsid 
Protein) yang tersusun atas 32% dari total massa protein virion (Bastos, et al., 
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2003) dan terlibat dalam perlekatan virus yang merupakan imunogen utama 
dalam infeksi alami (Dixon, et al., 2013). Liu, et al (2019) melaporkan bahwa 
p72 yang diekspresikan dalam sel HEK293F mampu menghasilkan pembentukan 
agregat terlarut antigen p72. Sel HEK293F atau Human Embryonic Kidney 
(HEK) 293F merupakan media yang sering digunakan untuk pengembangan 
bioteknologi protein rekombinan karena memiliki kemampuan yang stabil dalam 
mengekspresikan gen dan transgenesis. Protein p72 yang dikode oleh gen B602L 
yang merupakan gen penyandi pembentukan protein p72 pada kapsid virion 
diekspresikan dalam sel HEK293F, hasil menunjukkan terjadinya pelipatan 
protein p72 menjadi struktur tiga dimensi (Phillips, 2016). Pelipatan protein 
menjadi struktur tiga dimensinya dalam bentuk yang benar sangatlah penting bagi 
protein tersebut agar dapat berfungsi. Kegagalan suatu protein untuk melipat 
kedalam kondisi alaminya biasanya menyebabkan protein tersebut menjadi 
inaktif. 
Pada penelitian yang dilakukan Phillips (2016) menyatakan bahwa sampel 
serum poliklonal babi yang telah diimunisasi dengan vektor berbasis alphavirus 
yang mengekspresikan p72 menunjukkan adanya reaksi pada protein p72 pada 
dua bagian yang berbeda yakni diantaranya reaksi pada urutan asam amino 1 dan 
83 dengan asam amino 250 dan 280. Antibodi monoklonal anti protein p72 yang 
diproduksi dengan menggunakan strain ASFV Georgia/07 bereaksi dengan p72 
di tiga bagian yaitu pada urutan asam amino 100 dan 171, asam amino 180 dan 





Gambar 2.4 Struktur 3D Protein p72 virus ASF pada babi    
 (https://www.uniprot.org/uniprot/A9JL40) 
  Nama protein: Protein p72 
Nama gen: B646L 
  Kode struktur/taksonomi: 443876 
  Organisme: African swine fever virus (ASFV) 
Pada pemetaan epitop dengan menggunakan antibodi moloklonal murni dari 
virion ASF yang diekspresikan pada baculovirus yang kemudian diimunisasi pada 
tikus dengan asam amino terkonfirmasi 20-303 dari asam amino 646. Hasil 
pemetaan epitop pada fragmen polipeptida dan oligopeptida yang mengenali 4 
daerah protein p72 yaitu asam amino 156-165, asam amino 265-280, asam amino 
280-294, dan asam amino 290-303. Selain itu, antibodi monoklonal hasil induksi 
tikus juga direaksikan dengan serum poliklonal babi yang telah diimunisasi virus 
ASF OURT88/3 dimana diperoleh hasil pemetaan epitop pada fragmen p72 di tiga 
bagian yang sama yaitu epitope asam amino 265–280, asam amino 280–294, dan 






2.3 Protein Rekombinan 
Teknologi DNA rekombinan merupakan suatu teknik memindahkan materi 
genetik (DNA) dari suatu organisme ke organisme lain. Transfer DNA ini 
bertujuan untuk menghasilkan produk yang diinginkan dalam jumlah banyak. 
Terdapat tiga prinsip dasar dalam teknologi rekombinan protein yakni 
pemotongan DNA, insersi fragmen ke dalam vektor, transfer rekombinan vektor 
ke dalam sel host untuk menumbuhkan klon.  Escherichia coli (E.coli) merupakan 
bakteri yang sering digunakan pada industri bioteknologi berupa kloning gen dan 
ekspresi protein rekombinan. Kelebihan menggunakan E.coli sebagai diantaranya: 
(1) media pertumbuhan murah, (2) pertumbuhan cepat, dan (3) tingkat ekspresi 
protein yang tinggi untuk ekspresi protein rekombinan. Kelemahan penggunaan 
E.coli sebagai sel inang termasuk di antaranya: (1) akumulasi sekresi protein tidak 
berfungsi, (2) berpeluang tinggi untuk membentuk badan inklusi sebagai akibat 
dari kesalahan melipat (misfolding), dan (3) tingginya tingkat degradasi protein 
karena enzim protease intraseluler dari E.coli. Protein-protein yang mengalami 
pelipatan sebagian dan tidak terlipat secara sempurna akan saling berinteraksi 
yang akhirnya menyebabkan agregasi dan membentuk badan inklusi (Maksum et 
al., 2017).  
Jalur sekresi protein terbagi menjadi rute sekresi ektraseluler atau disebut 
sec-pathway dan jalur translokasi twin-arginin atau disebut juga dengan jalur 
TAT. Sec-pathway mengkatalisis translokasi protein transmembran dalam 
konformasi yang tidak terlipat, dimana protein tersebut melipat menjadi struktur 
natif pada transisi membrane. Adapun jalur TAT  mengkatalisasi translokasi 
protein sekretori dalam keadaan melipat (Melati et al., 2019).  
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2.4 Mekanisme Terbentuknya Antibodi  
Antigen merupakan substansi asing yang menimbulkan respon imun dapat 
berupa bakteri, jamur, virus, parasit, dan organisme hidup lainnya atau molekul 
yang asing (nonself) bagi tubuh. Sebagai bentuk perlawanan tubuh terhadap 
adanya benda asing yang masuk maka tubuh akan mensintesis antibodi. Antibodi 
merupakan protein-protein yang terbentuk sebagai respon terhadap antigen yang 
masuk ke dalam tubuh dan bereaksi dengan antigen tersebut. Molekul antibodi 
yang mengikat secara spesifik antigen dinamakan immunoglobulin. 
Immunoglobulin dibentuk oleh sel plasma yang berasal dari proliferasi sel B 
yang terjadi setelah kontak dengan antigen (Baratawidjaja, 2009). Molekul ini 
dapat ditemukan pada serum, cairan ekstraseluler, kelenjar getah bening, dan 
permukaan sel limfosit B. Sel B akan mensekresikan antibodi terlarut yang 
mengikat antigen spesifik. 
Pembentukan immunoglobulin terjadi dalam kelenjar getah bening, limfa, 
dan jaringan nodulus limfoid tertentu sepanjang permukaan mukosa. Secara 
umum apabila antigen dipertemukan dengan makrofag, limfosit B, dan limfosit T 
maka akan terjadi pembentukan immunoglobulin. Limpa akan menjadi tempat 
utama pembentukan antibodi jika antigen masuk secara langsung ke pembuluh 
darah (Mahfudloh, 2010).  
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Gambar 2.5 Respons imun non-spesifik dan spesifik sesudah terserang       
        mikroorganisme dan antigen. Respons imun selular dan humoral       
        terlihat bersama dengan tahapan fagositosis oleh neutrophil           
        (Sudiono, 2014). 
Ketika terjadi paparan antigen respon imun non-spesifik (innate) akan 
bereaksi dengan memberikan respon cepat untuk menyingkirkan benda asing 
tersebut dengan dimediasi oleh rangkaian kompleks secara seluler dan molekuler 
termasuk dengan fagositosis, aktifnya sel radang yang memicu inflamasi, aktivasi 
komplemen, dan sel NK. Respon imun untuk mengeliminasi antigen yang berasal 
dari luar sel akan difagositosis oleh sel makrofag. Antigen kemudian dipecah 
menjadi molekul-molekul peptide pada molekul MHC II di permukaan sel. 
Molekul MHC II hanya ditemukan pada permukaan antigen presenting cell (APC) 
seperti makrofag, sel B, dan sel dendritik. MHC II berperan penting dalam 
penyajian antigen eksogen ke reseptor sel T pada sel Th CD4
+
. Setelah mengikat 
molekul peptide yang diikat oleh MCH kelas II, sel Th akan melepaskan IL-4 dan 
IL-5 yang mengakibatkan proliferasi sitokin dan diferensiasi sel B menjadi sel 
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plasma melalui interaksi sel B dengan sel Th + CD4
+
 (sel T mengekspresikan 
molekul CD4). Ikatan molekul CD154 pada CD4
+
 sel T ke molekul CD40 pada 
sel B bersama pembentukan sitokin (IL-4 dan IL-5) oleh sel CD4
+
 + T-helper 
menyebabkan akivasi penuh dari sel B dan diferensiasi sel B menjadi sel plasma 
pembentuk antibodi atau menetap di germinal center (GC). Antibodi kemudian 
disekresikan dalam sirkulasi darah dan limfatik, untuk selanjutnya akan mengikat 
antigen asal dan menandainya untuk dimusnahkan melalui beberapa mekanisme 
seperti aktivasi sistem komplemen, memicu fagositosis via opsonisasi, dan 
memediasi ADCC (Antibody Dependent Cell Mediated Citotoxicity) dengan sel 
efektor seperti sel makrofag, Natural Killer (NK), dan neutrophil (Sudiono, 2014).  
Sel limfosit B yang teraktivasi dan menetap di GC akan mengalami proses 
somatic hypermutation (SHM) dan seleksi klonal untuk membentuk kompartemen 
dari imunitas humoral. Proses SHM ini berperan dalam pembentukan kelas 
immunoglobulin. Pembentukan kelas ini dinamakan class switching. Selain 
dipengaruhi oleh antigen yang tergantung pada sel T, class switching juga 
dipengaruhi oleh sitokin diantaranya sitokin IL-4 untuk pembentukan IgG1 dan 
IgE, TGF-b untuk membentuk IgA dan IgG2b,  IL-5 untuk membentuk IgA, dan 
IFN-ɣ untuk membentuk IgG3 dan IgG2a. Sel limfosit B yang memiliki daya 
afinitas yang rendah serta autoreaktif akan mengalami proses apoptosis. 
Sedangkan sel yang memiliki daya afinitas yang tinggi dan tidak autoreaktif akan 
menjadi sel B memori. Di tiap perkembangannya, sel limfosit B memiliki ekspresi 
molekul yang berbeda pada permukaannya dan dapat diketahui dengan 





Imunisasi merupakan suatu proses memasukkan antigen ke dalam tubuh 
untuk meningkatkan derajat imunitas, memberikan proteksi dengan cara 
menginduksi terbentuknya respon memori terhadap suatu benda asing 
(Baratawidjaja, 2009). Teknik imunisasi dapat dilakukan dengan beberapa cara 
seperti injeksi peritoneal, subkutan, intramuskular, dan intravena. Sistem imun 
memiliki 2 fungsi utama yakni mengenal dan membedakan keberadaan molekul 
target dan mempunyai respon yang spesifik. Sistem imun mampu mengenali dan 
bereaksi cepat dan tepat terhadap benda asing yang sebelumnya sudah pernah 
kontak dengan tubuh atau disebut sel memori (Ningtyas, 2019). Respon imun 
terdiri dari respon imun spesifik (adaptof immunity) dan respon imun non spesifik 
(innate immunity). Respon imun yang didapatkan setelah ada kontak antigen 
dengan tubuh dimana komponen utama yaitu sistem imun humoral (sel B) dan 
sistem imun selular (sel T). Adapun respon imun non spesifik yaitu respon imun 
yang dikeluarkan oleh tubuh terhadap antigen yang belum pernah masuk ke dalam 
tubuh dengan komponen utama berupa pertahanan fisik maupun kimiawi meliputi 
sel-sel fagosit, sel-sel limfosit dan sel NK (Natural Killer).  
Secara umum apabila antigen bertemu dengan makrofag, limfosit B dan 
limfosit T maka akan terjadi pembentukan immunoglobulin. Setelah beberapa hari 
setelah terpapar antigen tubuh akan menghasilkan IgM sebagai bentuk respon 
imun primer (Mahfudloh, 2010). Lag phase merupakan waktu antara paparan 
antigen hingga muncul IgM. Imunoglobulin M mulai terdeteksi dalam serum 
kurang lebih enam hingga tujuh hari setelah paparan dan akan mencapai 
puncaknya setelah kurang lebih tujuh hari, sedangkan IgM mulai berkurang pada 
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10-14 hari setelah paparan sebelum kadar IgG mencapai puncaknya. Jika paparan 
antigen diberikan dua kali maka akan timbul respon imun sekunder pada tubuh 
yang disebut dengan respon anamnestik atau bosteer. Afinitas antibodi-antigen 
semakin lama semakin besar, kompleks dan juga semakin stabil. Namun antibodi 
yang terbentuk semakin kurang spesifik dan menjadi antibodi poliklonal sehingga 
memungkinkan terjadinya reaksi silang (Mahfudloh, 2010). 
2.6 SDS-PAGE 
Sodium Dodecyl Sulphate Polyacrilamide Gel Elektroforesi (SDS-PAGE) 
adalah teknik untuk memisahkan rantai polipeptida pada protein berdasarkan 
kemampuannya untuk bergerak dalam arus listrik, yang merupakan fungsi dari 
panjang rantai polipeptida atau berat molekulnya. Hal ini dicapai dengan 
menambahkan deterjen SDS dan pemanasan untuk merusak struktur tiga dimensi 
pada protein dengan terpecahnya ikatan disulfide yang selanjutnya direduksi 
menjadi gugus sulfidhihidril. Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) akan membentuk 
kompleks dengan protein dan komplek ini bermuatan negatif karena gugus-gugus 
anionik dari SDS. Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) mengubah semua molekul 
protein kembali ke struktur primernya (struktur linear) dengan cara 
merenggangkan gugus utama polipetida. Selain itu, SDS juga menyelubungi 
setiap molekul protein dengan muatan negatif (Aulanni’am, 2005; Fahrur, 2014). 
Teknik elektroforesis bertujuan untuk koleksi ekspresi protein dari media kloning 
yang sebelumnya dipanaskan sebelum diaplikasikan pada gel poliakrilamid. 
Gel poliakrilamid merupakan polimer dari monomer akrilamid yang 
merupakan media yang tepat dalam memisahkan protein berdasarkan ukuran 
karena pori-pori kecil yang memungkinkan untuk memperlambat gerakan 
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molekul. Analisis menggunakan SDS-PAGE dengan gel poliakrilamid terdiri dari 
2 bagian yaitu stacking gel dan separating gel. Stacking gel bagian atas dari gel 
yang berfungsi sebagai tempat meletakkan sampel, sedangkan separating 
gel/resolving gel merupakan bagian gel dimana protein akan bergerak menuju 
anoda. Stacking gel dan separating gel memiliki komposisi yang sama, yang 
dibedakan berdasarkan konsentrasi gel poliakrilamid pembentuknya, dimana 
konsentrasi stacking pgel lebih rendah daripada separating gel (Aulanni’am, 
2005; Fahrur, 2014). 
2.6.1 Prinsip Dasar Analisis SDS-PAGE 
Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) merupakan detergen anionic yang apabila 
dilarutkan molekulnya memiliki muatan negatif dalam range pH yang luas. 
Larutan protein yang akan dianalisis dicampur dengan SDS. Muatan negatif SDS 
akan terdenaturasi sebagian besar struktur kompleks protein, dan secara kuat 
tertarik kearah anoda bila ditempatkan pada suatu medan elektrik. Pada saat arus 
listrik diberikan, molekul berpindah melalui gel poliakrilamid dari kutub negatif 
(katoda) menuju kutub positif (anoda), molekul yang kecil akan bermigrasi lebih 
cepat daripada yang besar sehingga terjadi pemisahan. Molekul protein akan 
melewati pori-pori gel, dimana pergerakan molekul protein dipengaruhi pula pada 
diameter molekul. Molekul yang lebih besar akan tertahan dan bergerak lebih 
lambat. Dengan demikian SDS-PAGE akan memisahkan molekul berdasarkan 
berat molekulnya. Untuk melihat pita, gel perlu diwarnai dengan pewarnaan 
khusus berupa Commasie Brilliant Blue (CBB) yang dapat mengikat protein 
secara spesifik dengan ikatan kovalen dan menggunakan Silver Salt Staining yang 
memiliki sifat lebih sensitive dan akurat namun membutuhkan proses yang lebih 
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lama (Aulanni’am, 2005; Fahrur, 2014). Profil antibodi yang dibentuk oleh tubuh 
dapat diukur dengan teknik ELISA yang sangat efektif untuk mendeteksi dan 
mengukur antigen dan antibodi. 
2.7 Enzym Linked Immunosorbent Assay (ELISA) 
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) merupakan suatu teknik 
biokimia untuk mendeteksi kehadiran antibodi atau antigen dalam suatu sampel. 
ELISA dipakai untuk pengujian semua antigen, hapten atau antibodi  (Elisa, 
2017). Prinsip utama teknik ELISA yakni penggunaan indikator enzim untuk 
reaksi imunologi. ELISA digunakan untuk mendeteksi IgG yang diproduksi 
setelah infeksi (Akonor et al., 2018).  Reaksi spesifik melibatkan antara antibodi 
dan antigen dengan menggunakan enzim sebagai penanda (marker). Enzim 
tersebut akan memberikan suatu tanda terdapatnya suatu antigen jika antigen 
tersebut sudah bereaksi dengan antibodi. Reaksi tersebut memerlukan antibodi 
spesifik yang berikatan dengan antigen (Elisa, 2017). 
Imunoglobulin G adalah antibodi utama yang dihasilkan setelah vaksinasi 
dan imunoglobulin yang dominan dalam serum darah. Selain itu, IgG 
membangun sistem pertahanan terhadap bakteri dan virus. Imunoglobulin G 
terbentuk setelah IgM yang merupakan respon paling awal dan jumlah terbanyak 
ketika vaksinasi pertama (Wulandari dkk, 2019). ELISA memiliki 4 teknik yaitu 
direct ELISA, indirect ELISA, sandwich ELISA dan competitive ELISA (Elisa, 
2017). Adapun komponen ELISA terdiri dari pelat polistirene, sampel diluent, 
kontrol, konjugat, substrat, dan stop solution. Sampel yang digunakan berupa 
koleksi serum. Wulandari dkk, (2019) menyebutkan bahwa perlu dilakukan 
pengenceran serum darah pada awal pengujian. Dimana hal ini bertujuan untuk 
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mengurangi reaksi non spesifik antigen antibodi spesifik dan dapat meningkatkan 
spesifitas. Pelat yang digunakan berupa fase padat dilapisi oleh antigen dan 
menjadi tempat pengikatan antibodi dalam sampel. Pelapisan antigen terjadi 
secara adsorpsi pasif ke permukaan mikroplat karena adanya interaksi hidrofobik 
antara protein dan permukaan sumuran sehingga molekul IgG dapat berikatan 
dengan antigen pada sumuran melalui Fc dari IgG. Reaksi antara antigen dan 
antibodi dipengaruhi oleh beberapa faktor di antaranya temperatur, waktu 
inkubasi, dan pH (kondisi buffer). Langkah pencucian diperlukan untuk 
menghilangkan antibodi yang tidak terikat dari pelat (Jiang, et al., 2014). 
2.8 Western Blot  
Metode western blot merupakan salah satu teknik blotting yang digunakan 
untuk mengidentifikasi dan mengklasifikasikan spesifisitas protein dengan 
antibodinya. Metode ini merupakan kelanjutan dari identifikasi protein dengan 
metode elektroforesis. Metode imunobloting dengan western blot didahului 
dengan running gel dengan SDS-PAGE yang kemudian dilanjutkan dengan 
transfer protein pada membrane PVDF (Polyvinil Diode Flouride) maupun 
Nitrocellulosa (Aulanni’am, 2005). Membran tersebut kemudian diinkubasi 
dengan label antibodi khusus untuk protein yang diinginkan. Antibodi terikat 
pada protein yang diinginkan. Antibodi yang terikat kemudian dideteksi dengan 
mengembangkan film. Pita pada gel elektroforesis harus terlihat. Protein yang 
diinginkan akan diikat oleh antibodi hanya mengikat protein yang diinginkan, 




Pada dasarnya gel elektroforesis digunakan untuk memisahkan protein asli 
atau yang terdenaturasi. Protein tersebut kemudian ditransfer ke membran untuk 
dideteksi menggunakan antibodi yang spesifik untuk protein target. Protein 
dipisahkan dengan cara transfer dari dalam gel ke membran nitroselulosa. 
Nitroselulosa adalah membran yang paling umum digunakan. Membran 
nitroselulosa mempunyai kapasitas pengikatan yang tinggi, sedangkan untuk 
membrane yang lain seperti membrane nilon atau Polyvinildenodiflouride 
(PVDF) yang memiliki beberapa kelemahan seperti pada membrane nilon apabila 
protein yang diujikan bersifat hidrofobik maka akan mempunyai daya ikat yang 
lemah. Adapun pada membrane PVDF mempunyai daya pengikat yang tinggi 
tetapi agak sulit dalam transfer protein bila dibandingkan dengan membrane 
nitroselulose (Aulanni’am, 2005).  
Elektroblot adalah prosedur paling populer untuk mentransfer protein dari 
gel ke membran. Kelebihan utamanya adalah kecepatan dan kelengkapan 
transfer. Proses ini menggunakan arus listrik untuk menarik protein dari gel ke 
membran. Hal ini dapat dilakukan dengan cara merendam sandwich membran gel 
(wet transfer) atau dengan meletakkan sandwich membran gel di antara 
absorbent paper yang telah direndam dalam buffer transfer (semi dry transfer). 
Efektivitas transfer protein tergantung pada jenis gel yang digunakan, massa 
molekul protein, dan jenis membran. Beberapa batasan yang terkait dengan 
transfer protein termasuk batas berat molekul yang lebih rendah ~ 10 kDa, 
penggunaan transfer buffer khusus (3-(cyclohexylamino)-L-propanesul-fonic 
acid) untuk memfasilitasi transfer protein dengan titik elektrik tinggi, dan 
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masalah yang terkait dengan penggunaan buffer transfer dengan pH lebih rendah 
daripada titik isoelectric protein ( protein berjalan mundur) (Jensen, 2012). 
Dalam penyusunan membrane sandwich, membran ditempatkan diantara 
permukaan gel dan elektroda positif dalam sandwich. Sandwich termasuk fiber 
pad (sponge) disetiap ujungnya, kertas saring untuk melindungi selaput gel dan 
blotting membrane. Dalam penyusunan sandwich perlu memperhatikan: 1) 
kedekatan kontak gel dan membran untuk memastikan gambar yang jelas dan, 2) 
penempatan membran antara gel dan elektroda positif. Membran harus 
ditempatkan sedemikian rupa, sehingga protein yang bermuatan negatif dapat 
bermigrasi dari gel ke membran. Jenis transfer ini disebut transfer elektroforetik, 
dan dapat dilakukan dalam kondisi semi kering atau basah. Kondisi basah 
biasanya lebih dapat diandalkan karena kecil kemungkinannya untuk 
mengeringkan gel, dan lebih disukai untuk protein yang lebih besar. Jenis 
membrane terbagi atas dua jenis yaitu membran nitroselulosa dan membran 
PVDF. Membran nitroselulosa digunakan karena afinitasnya yang tinggi terhadap 
protein dan kemampuan retensinya. Namun, rapuh dan tidak memungkinkan 
membran digunakan untuk reprobing. Dalam hal ini, membran PVDF 
memberikan dukungan mekanis yang lebih baik dan memungkinkan blot untuk 
dirapikan ulang dan disimpan. Namun, latar belakang membran PVDF lebih 
tinggi sehingga proses washing harus dilakukan dengan hati-hati (Aulanni’am, 
2005; Mahmood dan Yang, 2015). 
2.9 Kelinci (Oryctolagus cuniculus) 
Kelinci putih New Zealand (Oryctolagus cuniculus) terdapat di daratan 
Eropa dalam tiga bentuk yaitu liar dan yang telah mengalami domestikasi. 
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Kelinci jenis ini banyak dipelihara sebagai penghasil daging dan untuk diambil 
bulunya. Selain diternakkan untuk keperluan produksi daging dan hiasan, kelinci 
sengaja diternakkan untuk keperluan hewan laboratorium yang digunakan dalam 
penelitian biologi dan medis. Khususnya dalam penelitian yang mencakup 
pemeriksaan serologis dimana jumlah volume pengambilan darah pada kelinci 
lebih banyak dibandingkan dengan hewan coba jenis rodentia seperti tikus dan 
mencit. 
Bobot badan kelinci dewasa 1-7 kg, dengan panjang 40-70 cm. Kelinci 
dapat hidup 5-10 tahun dengan konsumsi pakan per hari 50-200g, kelinci dengan 
bobot 5-7kg memerlukan air minum per hari 200-570 ml (Sumardi, et al., 2015). 
Teknik pemeliharaan kelinci sebagai hewan coba harus memperhatikan prinsip 
kesejahteraan hewan dengan memberikan lingkungan yang nyaman, jauh dari 
kebisingan, terlindungi dari angin, hujan dan cahaya matahari langsung dalam 
waktu yang lama dengan pencahayaan yang cukup dan udara yang segar. Suhu 
kandang berkisar 16-20℃ dengan kelembaban 45-50% serta hewan diberikan 
makanan dan minum yang memadai (Sumardi, et al., 2015). Suhu ideal berkisar 
15-27℃, jika suhu kandang lebih tinggi dari 27℃ maka produktivitas dan 
reproduksi akan menurun. Suhu diatas 31℃ akan mengganggu kesehatan kelinci. 
Kelinci dikandangkan secara individu, dilengkapi dengan botol minum dan 
tempat makan yang mudah dibersihkan. Adapun cara penanganan kelinci yang 
baik yaitu dengan menggenggam kedua telinga dan bagian tengkuk, sementara 
tangan yang lain menahan badan dari bagian bawah perut dan membiarkan kaki 




BAB III KERANGKA KONSEP DAN HIPOTESIS  
3.1 Kerangka Konseptual Penelitian 




Protein rekombinan p72 yang diisolasi dari kultur sel E.coli diinduksi pada 
kelinci putih New Zealand untuk merangsang pembentukan antibodi yang akan 
menjadi biomarker dalam mendeteksi antigen p72-ASFV. Protein rekombinan 
p72 yang masuk akan dikenali oleh sistem imun sebagai benda asing yang harus 
dieliminasi dari tubuh sehingga memicu aktivasi respon imun. Antigen eksogen 
ini akan ditangkap dan difagositosis untuk dipresentasikan ke limfosit T melalui 
MHC II + CD4. Di dalam sel penyaji antigen (APC) akan memecah antigen p72 
menjadi molekul-molekul peptida. Molekul-molekul peptida kemudian 
dipresentasikan ke permukaan sel T melalui reseptor spesifik TCR. Setelah 
antigen diterima dan diikat oleh sel T akan melepaskan mediator kimia seperti 
Interferon (IFN) dan Interleukin (IL) yang akan berinteraksi dengan sel B dan 
merangsang proliferasi dan diferensiasi sel B. Sel B akan berproliferasi menjadi 
sel plasma dan sel memori. Pada saat terjadi paparan kedua atau booster, sel B 
akan merespon pembentukan antibodi dengan sangat cepat. Sel B memori akan 
kembali aktif dan berikatan dengan antigen p72 dengan bantuan rangsangan dari 
sel T memori. Sel B plasma hasil proliferasi pasca booster akan menginduksi 
terbentuknya IgG (Baratawidjaja, 2009). 
Produksi IgG dalam serum kelinci akan terus meningkat seiring dengan 
dilakukannya booster pertama dan booster kedua yang ditunjukkan dengan hasil 
pengukuran titer antibodi dengan metode ELISA. Serum kelinci yang 
mengandung antibodi terhadap protein rekombinan p72-ASFV bersifat 
imunogenik dimana antibodi tersebut dapat mengenali secara spesifik protein 





 Berdasarkan rumusan masalah yang telah ada, maka hipotesis yang dapat 
diajukan adalah sebagai berikut: 
1. Protein rekombinan p72-ASFV mampu menginduksi antibodi poliklonal 
p72 pada kelinci yang dilihat berdasarkan titer antibodi dengan uji ELISA. 
2. Antibodi poliklonal yang bersifat imunogenetik dan spesifik mengenali 




















BAB IV METODOLOGI PENELITIAN 
4.1 Tempat dan Waktu Penelitian  
Penelitian ini dilaksanakan selama 3 bulan bertempat di Animal Disease 
Diagnostic Laboratorium FKH UB dan Institut Biosains Universitas Brawijaya. 
Penelitian dilaksanakan pada bulan April 2021 sampai Juni 2021. 
4.2 Rancangan Penelitian 
1. Isolasi protein rekombinan p72 dari kultur sel E.coli. 
2. Karakterisasi protein rekombinan p72 dengan berat molekul 72 kDa 
dengan teknik elektroforesis SDS PAGE. 
3. Imunisasi protein rekombinan p72 400 µL dengan penambahan adjuvant 
CFA (Complete Freund’s Adjuvant) dan booster menggunakan adjuvant  
IFA (Incomplete Freund’s Adjuvant) (1:1).  
4. Pengambilan darah dilakukan seminggu sekali selama 7 minggu. 
5. Perhitungan titer antibodi serum kelinci dengan metode indirect ELISA 
yang dibaca pada panjang gelombang 405 nm. 
6. Uji imunogenisitas dan spesifitas antibodi poliklonal terhadap protein 
rekombinan p72-ASFV dengan menggunakan uji Western Blot. 
4.3 Alat dan Bahan 
4.3.1 Isolasi Sampel Protein Rekombinan  
Bahan yang digunakan dalam penelitian ini diantaranya: protein 
rekombinan p72, Phospat Buffer Saline- Tween 20% (PBS-T), phenyl-methyl-
sulphonifluoroid (PMSF), Reducing Sample Buffer (RSB), 0.02 M Tris-HCl 
pH 6.8 dan ethanol absolut. Alat yang digunakan diantaranya: sonikasi, 
microtube, mikropipet, sentrifus dan water bath. 
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4.3.2 Elektroforesis SDS-PAGE 
Bahan yang digunakan untuk teknik elektroforesis SDS-PAGE 
diantaranya: sampel protein rekombinan p72, akuades, Acrylamide 30%, 
Sodium Dedosil Sulfat (SDS) 10%, Tris-HCL 1 M pH 8.8, Tris-HCL 1 M pH 
6.8, Reducing Sample Buffer (RSB), running buffer pH 8.8, Ammonium 
Persulfat (APS) 10%, N,N,N”,N” Tetramethylethylen Diamine (TEMED), 
Staining, Precision Plus Protein Dual Color Standar dan larutan destaining. 
Alat yang digunakan diantaranya: gelas ukur, mikropipet, yellow tip, blue tip, 
seperangkat alat elektroforesis (Mini-PROTEAN Tetra Vertical 
Electrophoresis Cell), dan power supplies (PowerPac™ Basic 300 V Power 
Supply Flier (Bulletin 2881)). 
4.3.3 Elektroelusi Gel Poliakrilamid 
Bahan yang digunakan untuk purifikasi protein menggunakan ethanol 
dingin, gel poliakrilamid, kantong selofan, 0.2 M buffer phospat pH 7, 0.1 M 
buffer phospat pH 7, Commasie Brilliant Blue (CBB-G250), dan 0.02 M Tris-
Cl pH 6.8. Alat yang digunakan diantaranya: sentrifus, chamber elektroforesis 
(Mini-Sub Cell GT Horizontal Electrophoresis) dan power supply 
(PowerPac™ Basic 300 V Power Supply Flier (Bulletin 2881)), microtube, 
tali, dan penggaris. 
4.3.4 Imunisasi dan Koleksi Serum Kelinci 
Bahan imunisasi menggunakan Complete Freund’s Adjuvant (CFA) 
dan Incomplete Freund’s Adjuvant (IFA). Adapun bahan untuk koleksi dan 
purifikasi protein dari serum adalah Saturated Amonium Sulfat (SAS 50%), 
buffer fosfat 0.2 M pH 7, buffer fosfat 0.1 M pH 7, ethanol absolut dan 1 M 
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Tris HCL pH 9. Alat untuk imunisasi dan koleksi serum diantaranya: spuit 1 
mL, spuit 3 mL, venoject merah, sentrifus, dan microtube. Alat untuk 
purifikasi serum di antaranya: mikropipet, microtube, dan kantong selofan. 
4.3.5 Indirect ELISA 
Bahan yang digunakan diantaranya: serum kelinci, phosphate-buffered 
saline (PBS), buffer carbonat-bikarbonat, PBS-tween, antibodi sekunder (goat 
anti rabbit IgG (H&L) antibodi AP conjugate (Rockland)), 5% skim milk, 3 
M NaOH, dan Diethanolamin 10%,  p-Nitrophenyl Phosphate (pNPP) (15928 
MCE). Alat yang digunakan diantaranya: 96 well plate, mikropipet, yellow 
tip, ELISA plate reader. 
4.3.6 Western Blot  
  Gel elektroforesis, membrane nitroselulosa, akuades, kertas saring, 
blotting buffer pH 8.3, blocking buffer, PBS, PBS-Tween, washing buffer, 
Nitro Blue Tetrazolium Chlorine (NBT), antibodi sekunder (goat anti rabbit 
IgG (H&L) antibodi AP conjugate (Rockland)), dan purifikasi serum kelinci. 
Alat yang digunakan diantaranya: mikropipet dan seperangkat alat Western 
Blot (Trans-Blot® Turbo
TM
 Transfer System (catalog#1704150)). 
4.4 Prosedur Penelitian 
4.4.1 Isolasi Sampel Protein Rekombinan p72 
Sampel protein rekombinan p72 yang dikoleksi dalam media kultur sel 
E.coli BL21 ditumbuhkan pada media 2YT dengan penambahan glukosa 2%. 
Sampel protein rekombinan p72 ditampung dalam microtube dan dilakukan 
sentrifugasi dengan kecepatan 6000 rpm pada suhu 4 ºC selama 10 menit hingga 
diperoleh pelet dan supernatan. Bagian pelet kemudian ditambahkan pelet 
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larutan PBST-PMSF sebanyak 5 kali volume pelet. Dilakukan sonikasi selama 
20 menit untuk memecah membrane sel kemudian dilanjutkan dengan 
sentrifugasi pada 6000 rpm selama 10 menit pada suhu 4 ºC. Bagian supernatan 
ditambahkan ethanol absolut perbandingan 1:1. Dikocok perlahan lalu di 
inkubasi semalam pada suhu -20ºC selama ± 12 jam. Setelah inkubasi semalam 
dilanjutkan dengan melakukan sentrifugasi pada 10.000 rpm selama 15 menit 
pada suhu 4 ºC. Diambil bagian peletnya lalu dikeringkan pada suhu ruang 
hingga bau ethanol hilang. Ditambahkan  tris HCL pH 6.8 sebanyak 50µL lalu di 
simpan pada suhu -20ºC. 
4.4.2 Karakterisasi Protein Rekombinan p72 dengan Metode 
Elektroforesis SDS-PAGE 
Plate gel dirangkai dengan menggunakan plat kaca tebal dan tipis dengan 
jarak antara plat ± 1 mm. Lapisan gel yang dibuat terdiri dari stacking gel dan 
separating gel. Stacking gel merupakan bagian atas gel yang akan menjadi 
tempat pengumpulan sampel, sedangkan separating gel merupakan bagian 
bawah gel yang berfungsi untuk memisahkan protein (Aulanni’am, 2009). 
Larutan separating gel dimasukkan terlebih dahulu kedalam plate kaca (tempat 
lapisan gel) menggunakan mikropipet lalu dibiarkan 10-30 menit sampai larutan 
mengeras atau membentuk gel. Selanjutnya adalah pembuatan lapisan stacking 
gel dimana larutan stacking dituang di atas lapisan separating gel lalu 
dipasangkan sisir untuk membentuk sumuran yang akan menjadi tempat untuk 
loading sampel. Setelah bagian stacking gel mengeras, sisir diangkat secara 
perlahan dan plate kemudian dipasang pada alat elektroforesis, berikut dengan 
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menuangkan larutan running buffer ke dalam chamber elektroforesis. Adapun 
komposisi larutan gel sebagai berikut. 
Tabel 4.1 Komposisi larutan separating dan stacking gel (untuk 2 gel) 
Bahan 10% Volume (µL) 5% Volume (µL) 
ddH2O 4100 2.400 
Akrilamid 30% 3.300 520 
Tris-HCL pH 8.8 2.500 - 
Tris-HCL pH 6.8 - 1.000 
SDS 10% 100 60 
APS 100 60 
TEMED 10 10 
 
 Sampel yang sudah dipanaskan dengan penambahan RSB (1:1) 
kemudian dimasukkan ke dalam masing-masing sumuran sebanyak 20 µL dan 
satu sumuran diisi dengan protein standard sebanyak 5 µL. Anoda dihubungkan 
dengan reservoir bagian bawah dan katoda dihubungkan dengan reservoir bagian 
atas. Power supply dihubungkan dengan listrik dan diatur dengan arus listrik 
sebesar 30 mA 200 volt. Running (pemisahan) dihentikan sampai warna biru 
pada gel mencapai ketinggian ± 0.5 cm dari batas bagian bawah plate gel. 
Setelah dilakukan pemisahan protein kemudian dilakukan pewarnaan gel 
menggunakan CBB G250 selama 30 menit lalu dilanjutkan dengan melakukan 
destaining selama 1 sampai 2 jam. Penentuan massa molekul relatif protein  
dilakukan dengan menghitung nilai Retardation Factor (Rf) masing-masing pita 
menggunakan rumus sebagai berikut: 
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 Kemudian dibuatkan kurva standard dengan bantuan protein standard. 
Untuk menentukan berat molekul protein dilakukan dengan menghitung nilai Rf 
dari masing-masing pita, dari protein standard yang sudah diketahui berat 
molekulnya menggunakan rumus Rf. Kurva standard dibuat dengan nilai Rf 
sebagai sumbu X dan nilai logaritma berat molekul sebagai sumbu Y. Perhitungan 
berat molekul sampel dengan mengukur nilai Rf dari masing-masing sampel 
dengan mengkonversikan dalam persamaan regresi linier (Aulanni’am, 2009). 
4.4.3 Purifikasi Protein Rekombinan dengan Metode Elektroelusi 
Gel poliakrilamid tanpa pewarnaan dipotong secara horizontal dengan 
lebar 1 cm dari target pita protein, gel dipotong kecil-kecil lalu dimasukkan ke 
dalam kantong selofan dan ditambahkan 3 mL larutan buffer phosphate 0.2 M. 
Kantong selofan kemudian dimasukkan ke dalam chamber elektroforesis 
horizontal yang telah diisi dengan buffer phosphat 0.1 M, running (pemisahan) 
dilakukan dengan menghubungkan power supply dengan listrik dan diatur pada 
arus listrik yang konstan 20 mA pada 200 V dengan suhu 4℃ selama ±16 jam. 
Diambil 600 µL cairan dalam kantong selofan dan dimasukkan ke dalam 
microtube, lalu ditambahkan 700 µL ethanol dingin. Sampel hasil elusi 
kemudian diinkubasi pada suhu -20℃ selama ±12 jam. Selanjutnya dilakukan 
sentrifugasi dengan kecepatan 10.000 rpm 15 menit pada suhu 4℃. Supernatan 
dibuang dan presipitat dikeringanginkan sampai bau ethanol hilang lalu 





4.4.4 Imunisasi dan Koleksi Serum pada Kelinci  
Kelinci diinduksi antigen protein rekombinan p72 dengan penambahan 
adjuvant CFA dan IFA. Imunisasi pertama dilakukan pada hari pertama setelah 
dilakukan pre-imun. Booster dilakukan sebanyak 2 kali pada minggu ke-3 dan 
minggu ke-5. Dosis induksi sebanyak 800 µL dengan menambahkan 400 µL 
adjuvant kedalam microtube yang berisi 400 µL antigen p72. Dihomogenkan 
selama ±2 jam menggunakan vortex sampai membentuk emulsi yang stabil. Tes 
uji kestabilan emulsi dilakukan pada cawan petri yang berisi akuades dimana 
antigen yang telah siap digunakan ditandai dengan adanya emulsi yang tidak 
pecah (Rahmatillah, dkk., 2015). Antigen dalam bentuk emulsi kemudian 
langsung diinjeksikan pada kelinci menggunakan spuit 1 mL secara subkutan. 
Titik injeksi booster harus jauh dari titik injeksi pada imunisasi pertama. Adapun 
jadwal imunisasi pada kelinci sebagai berikut. 
Table 4.2 Jadwal imunisasi kelinci putih New Zealand yang diinjeksi larutan antigen   
     protein rekombinan p72-ASFV 
Minggu ke- Perlakuan Adjuvan 
1 
Bleeding 1 pre-imun 
Imunisasi pertama 
CFA 










6 Bleeding 6 - 
7 Bleeding 7 - 
 
Pengambilan darah atau bleeding kelinci dilakukan pada bagian telinga 
yaitu pada vena auricularis menggunakan needle 23 atau 24 gauge. Darah diambil 
sebanyak 2 sampai 3 mL secara perlahan, setelah didapatkan volume darah yang 
diinginkan jarum dikeluarkan dan segera ditekan dengan kapas. Darah ditampung 
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dalam tabung venoject lalu dimiringkan 45
o
 pada suhu ruang. Untuk memperoleh 
bagian serum dilakukan sentifugasi pada kecepatan 10.000 rpm selama 15 menit. 
Serum kemudian dipindahkan ke tabung microtube  dan disimpan pada suhu -
20℃. 
4.4.5 Preparasi Serum dan Purifikasi Antibodi Poliklonal p72 dari Serum 
Kelinci 
Purifikasi antibodi poliklonal p72 dilakukan dengan menambahkan larutan 
Amunium Sulfat jenuh (SAS) 50% dengan perbandingan 1:1, kemudian 
dihomogenkan dengan sentrifugasi pada kecepatan 10.000 rpm pada suhu 4℃ 
selama 10 menit. Supernatan dibuang, adapun pellet dicuci dengan SAS 50% (10x 
dari volume pellet). Selanjutnya dihomogenkan dengan menggunakan vortex. Lalu 
disentrifugasi dengan kecepatan 3000 rpm pada suhu 4℃ selama 30 menit. Pellet 
ditambah dengan 0.2 M buffer fosfat pH 7 sampai volume 1 mL dan dimasukkan 
ke dalam kantong selofan dilanjutkan dialysis dalam 0.1 M buffer fosfat pH 7 
semalam pada suhu 4℃. Purifikasi antibodi poliklonal dipindahkan dalam 
microtube dan ditambahkan etanol absolut dingin (1:1) dan diinkubasi pada suhu -
20℃ overnight. Dibuang ethanol absolut dan dikeringanginkan hingga bau etanol 
hilang lalu ditambah Tris-HCL (1:1). Disentrifus dengan kecepatan 10.000 rpm 
pada suhu 4℃ selama 10 menit. Pellet dilarutkan dengan PBS dan disimpan di 
dalam freezer.  
4.4.6 Deteksi Titer Antibodi dengan Indirect ELISA 
96-well plates ELISA di coatting atau dilapisi dengan protein rekombinan 
p72 yang telah dilarutkan dengan menggunakan larutan coating buffer dengan 
perbandingan 1 : 9 dan dimasukkan ke dalam masing-masing microplate sebanyak 
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100 µL. Antigen kemudian diinkubasi pada suhu 4°C selama 72 jam. Sumuran 
kemudian dicuci dengan washing buffer 200 µl, dicuci masing-masing sebanyak 
3x3 menit. Selanjutnya antigen diblok dengan blocking buffer sebanyak 100 
µl/well kedalam masing-masing sumuran lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 
2 jam. Kemudian dilakukan pencucian dengan washing buffer sebanyak 3 x 3 
menit. Sebanyak 100 µl serum kelinci dengan pengenceran 1:100 dimasukkan ke 
setiap sumuran, lalu diinkubasi pada suhu ruang selama 1 jam. Sumuran lalu 
dicuci tiga kali dengan washing buffer untuk menghilangkan antibodi yang tidak 
terikat. Untuk melihat adanya ikatan antigen p72 terhadap produk antibodinya 
kemudian pada mikroplate ditambahkan 100 µl antibodi sekunder yaitu goat-anti 
rabbit IgG AP conjugate (1: 2500) diinkubasi selama 2 jam pada suhu ruang. 
Dicuci sumuran sebanyak 3x3 menit dengan washing buffer. Untuk visualisasi 
ditambahkan pNPP 50 µl/well, tutup dan dibiarkan selama 10-30 menit pada 
kondisi gelap. Reaksi dihentikan dengan menambahkan 3 M NaOH 50 μL/well. 
Pembacaan absorbansi dilakukan pada ELISA reader (microplate Reader) pada 
panjang gelombang 405 nm. 
4.4.7 Uji Spesifitas Antibodi Poliklonal p72 terhadap Protein Rekombinan 
p72 dengan Western Blot (WB) 
Transfer gel poliakrilamid ke membran nitrocellulose dilakukan dengan 
teknik semi dry dengan cara menyusun seperti sandwich yaitu bottom ion 
reservoir stack, membran nitroselulosa, gel SDS-PAGE, top ion reservoir stack. 
Diratakan permukaan membrane dan gel dengan menggunakan roller sehingga 
tidak ada udara yang tersisa lalu direndam dengan blotting buffer pH 8.3 (28.8 g 
Tris base, 6.04 g glisin dan 400 mL methanol) dengan voltase 200 V selama 1 
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jam. Setelah itu membran nitroselulosa dibilas dengan akuades untuk konfirmasi 
keberhasilan transfer gel poliakrilamid diwarnai dengan larutan CBB. Membran 
kemudian diblok menggunakan bloking buffer selama satu jam. Kemudian dicuci 
3x3 menit dengan PBS. 
Antibodi primer dengan menggunakan purifikasi serum kelinci yang 
mengandung antibodi poliklonal p72 yang diencerkan dalam PBST (1:100) 
digoyangkan selama 1 jam pada suhu ruang dengan kondisi gelap. Membran 
kemudian dicuci dengan PBS sebanyak 3 x 5 menit pada suhu ruang. Setelah itu 
ditambahkan antibodi sekunder diencerkan pada PBST (1:1.000) lalu digoyangkan 
selama 1 jam pada suhu ruang dengan kondisi gelap. Membran dicuci dengan PBS 
sebanyak 3 kali selama 3 menit. Pewarnaan membran dilakukan dengan 
menambahkan substrat Nitrotetrazolium Blue Chlorine-98% (NBT) 3 mL pada 
masing-masing tray sampai terlihat warna pada pita protein. Reaksi dihentikan 
dengan pencucian membrane dalam dH2O. 
4.4.8 Analisa Data 
 Analisa data dilakukan secara kualitatif dan kuantitatif. Karakterisasi 
protein rekombinan p72 dengan metode SDS-PAGE dan Western Blot  dilakukan 
secara kualitatif berdasarkan warna profil pita protein. Titer antibodi p72 pada 
serum kelinci dianalisis secara kuantitatif dengan metode ELISA berdasarkan 







BAB V HASIL DAN PEMBAHASAN 
5.1 Karakterisasi dan Purifikasi Protein Rekombinan P72 dengan SDS-
PAGE 
Protein dikarakterisasi berdasarkan pita-pita protein yang muncul pada 
sumuran gel poliakrilamid. Hasil karakterisasi SDS-PAGE yang tampak pada gel 
poliakrilamid yaitu sebanyak 8 pita dengan kriteria pita yang dihitung adalah pita 
dengan garis yang berbatas jelas dan tegas. Hasil visualisasi pita protein 
rekombinan p72 dapat dilihat pada (Gambar 5.1). Berat molekul pita protein 
rekombinan p72 ditentukan dengan mengkonversikan persamaan regresi liner 
yang diperoleh dari kurva protein standard adalah Y= -1.2778x + 2.4932 yang 
merupakan hubungan antara nilai Rf (Reterdation factor) sebagai sumbu x 
dengan log BM (berat molekul) protein standard sebagai sumbu y, hasil 
perhitungan nilai Rf protein standard dapat dilihat pada Lampiran 4.2. Berat 
molekul 8 pita yang muncul pada hasil running SDS-PAGE memiliki berat 
molekul diantaranya; 174,51 kDa, 137,11 kDa, 113,05 kDa, 88,83 kDa, 73,24 
kDa, 63,37 kDa, 41,05 kDa, dan 37,28 kDa. Penentuan berat molekul protein 
rekombinan p72 dapat dilihat pada (Lampiran 4.2). 
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               Gambar 5.1 Pita crude protein rekombinan p72 dari kultur                    
              bakteri E.coli dengan gel SDS-PAGE. 
                                    Keterangan: M = Marker (Precision Plus Protein Dual Color       
                              Standards (Bio-Rad®)) 
                                                     P72 = protein rekombinan p72   
                     
Hasil penelitian ini menggunakan sampel protein rekombinan p72-ASFV 
yang diperbanyak melalui kultur sel E.coli dipecah untuk memperoleh protein 
rekombinan p72 yang murni dengan berat molekul 72 kDa. Proses elektroforesis 
dengan gel poliakrilamid akan memisahkan total protein yang terkandung dalam 
kultur sel tergantung pada mobilitasnya. Protein dengan mobilitas tinggi akan 
berhenti bergerak pada bagian gel yang lebih bawah, sedangkan protein dengan 
mobilitas rendah cenderung akan berhenti bergerak pada bagian atas gel. Dengan 
demikian, teknik SDS-PAGE ini dapat membantu dalam pemurnian protein 
rekombinan p72 yang akan diinduksikan ke kelinci dimana protein dapat 
dikarakterisasi berdasarkan berat molekulnya dalam band (pita) spesifik yang 
tampak pada gel poliakrilamid. 
Matriks poliakrilamid berfungsi untuk memisahkan protein berdasarkan 
ukuran dan menstabilkan pH buffer agar muatan protein tidak berubah. 
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Poliakrilamid dapat memisahkan protein dengan berat molekul 500-250.000 Da 
(Artha, 2012). Berdasarkan hasil analisa ekstraksi protein p72-ASFV yang 
dilakukan Phillips (2016) dengan metode SDS-PAGE menunjukkan bahwa 
protein p72 bergerak pada jarak yang lebih pendek karena memiliki mobilitas 
yang rendah (berat molekul 72 kDa). Larutan running buffer yang digunakan 
dalam proses elektroforesis bertujuan untuk mengubah struktur tiga dimensi 
protein menjadi unfolding. Running buffer yang digunakan mengandung detergen 
ionik SDS yang akan memutus ikatan hidrofobik dan residu asam amino sehingga 
menyebabkan seluruh rantai peptida bermuatan negatif.  
Pita protein dengan berat molekul sebesar 72 kDa yang diyakini sebagai 
protein p72 selanjutnya dimurnikan dengan cara elektroelusi. Menurut Phillips 
(2016) menyatakan bahwa protein p72-ASFV memiliki berat molekul sebesar 72 
kDa. Elektroelusi merupakan tahapan akhir yang dilakukan untuk membuang 
protein non target untuk memperoleh protein target yang lebih spesifik. Prinsip 
dasar dari tahapan elusi yaitu migrasi molekul berukuran kecil dengan 
menggunakan membrane semi-permeabel. Pemurnian tahap dialisis mampu 
meningkatkan kelipatan pemurnian sebesar 16.8 kali (Nurhayati, et al,.2012). 
Dengan demikian diperoleh produk hasil rekayasa genetik yang diinginkan yakni 
p72-ASFV yang akan disuntikkan pada kelinci.  
5.2 Uji Imunogenisitas dan Pengukuran Titer Antibodi dengan Indirect 
ELISA 
Pada tahap penelitian ini pemeriksaan serum kelinci dilakukan dengan uji 
indirect ELISA yang memiliki sensitivitas tinggi dalam menentukan kuantitas 
imunobsorben antigen karena menggunakan dua antibodi yang dapat memberikan 
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sinyal yang lebih kuat. Pengukuran titer antibodi menggunakan indirect ELISA 
bertujuan untuk mengetahui adanya sifat imunogen protein rekombinan p72 yang 
dapat dikenali oleh antibodi dari serum kelinci hasil induksi protein rekombinan 
p72. Teknik indirect ELISA pada penelitian ini menggunakan antibodi sekunder 
goat anti rabbit IgG yang dilabel dengan enzim Alkaline Phospatase (AP) 
sebagai penanda yang akan memberikan suatu tanda jika antigen protein 
rekombinan p72 tersebut sudah bereaksi dengan antibodi primernya yaitu 
antibodi poliklonal p72 dari serum kelinci.  
Protein rekombinan p72 merupakan protein yang dihasilkan dari 
rekombinan DNA protein p72 virus ASF yang diduga dapat menjadi imunogen 
dalam tubuh kelinci. Suatu bahan imunogen akan menginduksi respon imun 
spesifik seperti antibodi. Pembentukan antibodi dimulai ketika protein 
rekombinan p72 yang masuk ke dalam tubuh kelinci difagositosis oleh sel APC 
menjadi molekul peptida. Peptida kemudian dipresentasikan ke permukaan sel T 
dengan bantuan MHC-II yang memicu ikatan sel B dengan reseptor sel T, 
sehingga terjadi proliferasi sel B menjadi sel B plasma dan sel B memori. Sel B 
memori akan mengikat protein rekombinan p72 yang masuk melalui booster, 
sehingga terjadi aktivasi sel B memori akibat rangsangan sel T helper. Sel B 
memori akan kembali berproliferasi menjadi sel B plasma dan sel B memori. Sel 
B plasma pasca booster akan menginduksi pembentukan immunoglobulin G yang 
merupakan antibodi terhadap protein rekombinan p72 (Baratawidjaja, 2009). 
Hasil uji imunogenisitas dan pengukuran titer antibodi pada penelitan ini 
dengan metode indirect ELISA menunjukkan adanya interaksi antara antigen-
antibodi protein rekombinan p72. Adanya interaksi ikatan antara antigen protein 
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rekombinan p72 dengan antibodi poliklonal yang dihasilkan dari serum kelinci 
dapat ditunjukkan dengan adanya reaksi perubahan warna pada sumuran 
microplate hasil uji ELISA (Lampiran 4.11). Pengukuran titer antibodi dilakukan 
untuk mengetahui pada bleeding keberapa mulai dihasilkan antibodi poliklonal 
p72 dan perolehan titer antibodi terbanyak. Titer antibodi diukur berdasarkan 
nilai absorbansi dengan panjang gelombang 405 nm pada ELISA reader. Tabel 
5.1 merupakan hasil pengukuran titer antibodi kelinci terhadap antigen protein 
rekombinan p72 dengan pengenceran 1:40, dimana pada penelitian ini dilakukan 
pengenceran antigen sebanyak 4 kali (1:10; 1:20; 1:40; 1:80). Hasil pengenceran 
antigen 1:40 pada penelitian ini menunjukkan nilai absorbansi rata-rata yang 
lebih baik dibandingkan dengan pengenceran antigen lainnya. Adapun titer 
antibodi ditunjukkan dengan nilai absorbansi yang dapat dilihat pada Tabel 5.1.  
Tabel 5.1 Titer antibodi kelinci hasil induksi isolat protein rekombinan p72  











         Keterangan: 
K1: Kelinci kontrol negatif 
PI: Preimun 
B2 : Bleeding minggu ke-2 
B3: Bleeding minggu ke-3 
B4: Bleeding minggu ke-4 
B5: Bleeding minggu ke-5 
B6: Bleeding minggu ke-6 
B7: Bleeding minggu ke-7 
 
        
 
No Kode Sampel Absorbansi rata-rata±Standar Deviasi 
1 K1 0.148±0.022 
2 PI 0.219±0.006 
3 B2 0.226±0.014 
4 B3 0.248±0.017 
5 B4 0.267±0.014 
6 B5 0.252±0.017 
7 B6 0.292±0.020 
8 B7 0.337±0.036 
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Berdasarkan pengukuran titer antibodi serum kelinci kontrol negatif dan 
serum kelinci perlakuan yang ditunjukkan dengan nilai absorbansi rata-rata 
menunjukkan bahwa nilai absorbansi terendah terjadi pada serum kelinci kontrol 
negatif dan pada sampel serum kelinci perlakuan bleeding preimun yang menjadi 
kontrol untuk membandingkan nilai absorbansi dengan bleeding setelah dilakukan 
booster pertama dan booster kedua. Titer antibodi yang rendah pada serum kelinci 
kontrol negatif dan serum kelinci perlakuan pada bleeding preimun terjadi karena 
kelinci tidak terpapar antigen p72 sehingga tubuh kelinci tidak memproduksi 
antibodi p72. Adanya peningkatan titer antibodi dalam serum kelinci hasil induksi 
protein rekombinan p72 terjadi pada bleeding minggu ke-2 hingga minggu ke-7 
yang ditunjukkan dengan kenaikan nilai absorbansi rata-rata. Hasil grafik 
pengukuran titer antibodi dapat dilihat pada Gambar 5.2.  
              Gambar 5.2 Titer antibodi poliklonal p72 setelah imunisasi pada kelinci 
Keterangan: 
PI : Preimun 
B2 : Bleeding minggu ke-2 
B3: Bleeding minggu ke-3 
B4: Bleeding minggu ke-4 
B5: Bleeding minggu ke-5 
B6: Bleeding minggu ke-6 



















Bleeding Minggu Ke- 
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Berdasarkan hasil grafik pengukuran titer antibodi (Gambar 5.2)  
menunjukkan titer antibodi pada bleeding preimun berada pada garis datar dan 
mulai naik pada bleeding minggu ke-2 sampai pada bleeding minggu ke-3. Hal 
ini sesuai dengan pendapat Baratawidjaja (2009), yang menyatakan bahwa 
imunoglobulin G mulai terdeteksi di dalam serum kurang lebih 6-7 hari setelah 
terpapar antigen. Setelah dilakukan booster pertama yaitu pada minggu ke-3 titer 
antibodi kembali naik yang ditunjukkan dengan kenaikan titer antibodi pada 
bleeding minggu ke-4. Adanya peningkatan titer antibodi setelah booster pertama 
terjadi karena kelinci sudah memiliki sel memori terhadap antigen p72 
sebelumnya, sehingga pada minggu pertama antibodi sudah mulai diproduksi.  
Grafik penurunan titer antibodi berangsur turun pada minggu ke-5, 
dimana penurunan titer antibodi pada minggu ke-5 dapat disebabkan oleh 
mekanisme kontrol pembentukan antibodi dimana penurunan kadar antigen 
dalam tubuh mengakibatkan sel T regulator menekan sel Th1 dan secara tidak 
langsung menekan sel B untuk memproduksi antibodi (Siregar, dkk., 2006). 
Produksi antibodi p72 kembali naik setelah booster kedua yang terlihat pada 
bleeding minggu ke-6 dan mencapai puncak tertinggi pada minggu ke 7 dengan 
nilai OD 0.337. Tingginya titer antibodi pasca booster kedua dapat disebabkan 
oleh banyaknya jumlah sel B memori dan sel B plasma jika dibandingkan dengan 
booster pertama, sehingga proliferasi sel B lebih banyak dan IgG yang dihasilkan 
mencapai titer tertinggi. Hal ini sesuai dengan pendapat Ningtyas (2019) dimana 
jika paparan antigen diberikan dua kali maka akan terjadi respon imun sekunder 
pada tubuh yang disebut respon anamnestic atau booster. Afinitas antibodi 
terhadap antigen semakin lama semakin besar dan kompleks antigen-antibodi 
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juga semakin stabil. Ciri khas respon sekunder adalah pembentukan 
imunoglobulin yang berlangsung lebih cepat dan bertahan pada waktu yang lama, 
imunoglobulin mencapai titer tertinggi khususnya IgG yang lebih dominan dalam 
serum darah (Siregar dkk., 2006). 
Berdasarkan hasil pengukuran nilai titer antibodi serum kelinci perlakuan 
dapat disimpulkan bahwa protein rekombinan p72 dapat bersifat imunogenik 
karena dapat merangsang sistem imun humoral kelinci untuk menghasilkan 
antibodi poliklonal terhadap protein rekombinan p72, yang ditunjukkan dengan 
kenaikan nilai absorbansi rata-rata pada sampel serum kelinci perlakuan (B2 
sampai B7) dan diperoleh titer antibodi yang lebih rendah pada kelinci kontrol 
nefatif (kode sampel K1). Hal ini sejalan dengan penelitian yang dilakukan 
Phillips (2016) yang menyatakan bahwa protein p72 merupakan bagian dari 
virion virus ASF yang bersifat imunogenik dengan berat molekul 72 kDa yang 
ditemukan pada serum babi yang terinfeksi dan menjadi imunogen utama dalam 
infeksi alami.  
Metode indirect ELISA merupakan salah satu teknik immunoassay yang 
digunakan untuk mendeteksi dan mengukur konsentrasi antigen atau antibodi 
dalam sampel. Pengukuran titer antibodi dengan menggunakan indirect ELISA 
memerlukan waktu yang cukup lama sehingga rentan mengalami reaksi silang 
akibat adanya kontaminasi. Dalam penelitian ini tidak dilakukan pengukuran 
kadar antibodi poliklonal kelinci yang diinduksi protein rekombinan p72, 
sehingga dapat diajukan saran dimana perlu dilakukan pengukuran kadar antibodi 
untuk mengetahui seberapa besar pengaruh protein rekombinan p72 dalam 
memproduksi antibodi pada kelinci.  
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5.3 Uji Imunogenisitas dan Spesifitas dengan Teknik Western Blot  
Sampel serum kelinci dengan titer antibodi tertinggi yaitu serum bleeding 
minggu ke-7 dipurifikasi untuk memisahkan antara albumin dan globulin dalam 
serum, sehingga diperoleh antibodi p72. Uji Western Blot digunakan untuk 
mengidentifikasi kemampuan antibodi hasil induksi protein rekombinan p72 yang 
secara spesifik mampu mengenali antigen protein p72 pada berat molekul 72 kDa. 
Uji Western Blot merupakan kelanjutan dari identifikasi protein dengan metode 
elektroforesis karena didahului dengan running gel dengan SDS-PAGE yang 
dilanjutkan dengan transfer protein membran nitroselulosa (Aulanni’am, 2005). 
Gel poliakrilamid diletakkan diatas membran nitroselulosa dan aliran listrik akan 
menginduksi protein rekombinan p72 pada gel untuk berpindah pada membran 
nitroselulosa. Pada tahapan penelitian ini protein rekombinan p72 yang di loading 
pada sumuran gel poliakrilamid merupakan crude protein hasil isolasi dari kultur 
sel dimana terdapat 8 pita yang terbentuk yang dikarakterisasi pada metode SDS-
PAGE (Gambar 5.1). Membran nitroselulosa tersebut akan menjadi replika dari 
protein pada gel yang kemudian dikualitifikasikan secara spesifik dengan antibodi 
primernya berupa antibodi poliklonal dari serum kelinci.Untuk melihat adanya 
interaksi ikatan yang kompleks antara antigen-antibodi p72 diinkubasi dengan 
antibodi sekunder yang dikonjugasikan dengan enzim yang memiliki sifat reaktif 
terhadap antibodi. Pada akhirnya, membrane dicuci kembali dengan substrat dari 
enzim yang akan memproduksi sinyal yang dapat direkam (Aulanni’am, 2005). 
Hasil uji Western Blot pada penelitian ini menunjukkan bahwa antibodi p72 
dapat mengenali antigen protein rekombinan p72 pada range berat molekul 72 
kDa yang ditandai dengan terbentuknya satu band pita pada membran 
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nitroselulosa yaitu pada range marker 72 kDa, sedangkan 7 pita lainnya hasil 
transfer dari gel poliakrilamid yang tervisualisasi pada SDS-PAGE tidak dikenali 
oleh antibodi poliklonal dari serum kelinci sehingga hanya satu band pita yang 
terbentuk (Gambar 5.3). Hal ini sejalan dengan hasil uji Western Blot pada 
penelitian yang dilakukan Phillips (2016) yang menggunakan antibodi poliklonal 
dari serum babi yang diimunisasikan dengan protein rekombinan p72, dimana 
antibodi poliklonal dari serum babi dapat mengenali protein rekombinan p72 pada 
berat molekul 72 kDa.  
 
Gambar 5.3 Uji Western Blot  serum kelinci yang mengandung antibodi           
       poliklonal p72 terhadap antigen protein rekombinan p72 pada  
       membran nitroselulosa. 
                       
                      Keterangan: M = protein marker (Precision Plus Protein Dual Color       
              Standards (Bio-Rad®)) 
                                          p72 = crude protein rekombinan p72 dari kultur sel E.coli  
Berat molekul protein rekombinan p72 berada diantara band pita protein 
marker 75 sampai 50 kDa. Band yang terlihat pada membran nitroselulosa 
merupakan band pita antigen protein rekombinan p72 yang berikatan dengan 
antibodi poliklonal p72 yang diberikan. Sampel serum kelinci yang mengandung 
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antibodi poliklonal p72 pada bleeding minggu ke-7 merupakan hasil imunisasi 
booster ke-2 dengan titer antibodi tertinggi. Hal ini sesuai dengan pendapat 
Ningtyas (2019) yang menyatakan bahwa paparan antigen yang diberikan dua kali 
akan terjadi respon imun sekunder pada tubuh yang meningkatkan produksi 
immunoglobulin G yang lebih cepat dan bertahan pada waktu yang lama. 
Munculnya band pita pada membran nitroselulosa akibat adanya reaksi ikatan 
antigen-antibodi p72 pada membran nitroselulosa, dimana paratope dari antibodi 
poliklonal p72 mampu mengenali epitop pada permukaan antigen p72 dengan 
berat molekul 72 kDa. Metode Western Blot merupakan teknik blotting yang 
dapat mengklasifikasikan spesifisitas protein terhadap antibodinya, dimana 
antibodi poliklonal p72 yang dihasilkan dari induksi kelinci mampu mengenali 
antigen protein rekombinan p72 berdasarkan berat molekulnya dan membedakan 
dari molekul-molekul lainnya.  
Data yang dihasilkan pada uji Western Blot merupakan data 
semikuantitatif yang dapat memberikan data perbandingan massa molekul relatif 
protein, namun tidak menjadi ukuran kuantitas yang mutlak karena terdapat 
variasi kecepatan loading dan transfer antara sampel pada garis sumuran gel 
poliakrilamid yang berbeda dengan pemisahan protein pada membran blotting. 
Berdasarkan hasil uji Western Blot dapat disimpulkan bahwa antibodi poliklonal 
p72 dapat mengenali antigennya yakni protein rekombinan p72 pada berat 
molekul 72 kDa yang ditandai dengan pembentukan band pada membran 





BAB VI KESIMPULAN DAN SARAN 
6.1 Kesimpulan 
Berdasarkan hasil dan pembahasan di atas, maka dapat disimpulkan 
bahwa: 
1. Isolat protein rekombinan p72 dengan berat molekul 72 kDa dapat 
merangsang respon imun humoral dengan membentuk antibodi poliklonal 
p72 dengan titer antibodi tertinggi terdeteksi pada bleeding minggu ke-7. 
2. Uji spesifitas antibodi poliklonal p72 diketahui mampu mengenali isolate 
protein rekombinan p72 dengan berat molekul 72 kDa melalui metode 
Western Blot. 
6.2 Saran 
Berdasarkan hasil analisis dan temuan dalam penelitian ini dapat diajukan 
saran: perlu dilakukan pengukuran konsentrasi antibodi poliklonal p72 pada 
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Lampiran 3. Perhitungan Pembuatan Larutan 
3.1 Pembuatan Larutan 1 M Tris-HCL pH 8.8 
Sebanyak 6.057 g Tris-base (Mr= 121.14 g/mol) dilarutkan dalam 30 mL 
dH2O dihomogenkan menggunakan magnetic stirer serta diatur pH larutan 
menjadi 8.8 dengan penambahan NaOH (untuk menaikkan pH larutan) dan HCL 
(untuk menurunkan pH larutan) menggunakan pH meter. Kemudian dipindahkan 
pada labu ukur 50 mL dan ditambahkan dH2O hingga tanda batas. Perhitungan 
molaritas larutan sebagai berikut. 




    
      
 
   
 
      
 
    
    
  
1 M = 6.057 g 
3.2 Pembuatan Larutan 1 M Tris-HCL pH 6.8 
Sebanyak 6.057 g Tris-base (Mr= 121.14) dilarutkan dalam 30 mL dH2O 
dihomogenkan menggunakan magnetic stirer serta diatur pH larutan menjadi 6.8 
dengan penambahan HCL (untuk menurunkan pH larutan) dan NaOH (untuk 
menaikkan pH larutan) menggunakan pH meter. Kemudian dipindahkan pada labu 
ukur 50 mL dan ditambahkan dH2O hingga tanda batas.  
3.3 Pembuatan Larutan 10% SDS  
Ditimbang Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) sebanyak 1 g dan dilarutkan 
dalam 10 mL dH2O dihomogenkan menggunakan magenitc stirrer. Disimpan 





3.4 Pembuatan Larutan 10% APS 
Ditimbang Ammonium Persulfate sebanyak 0.1 g dan dilarutkan dalam 1 mL 
dH2O dihomogenkan menggunakan vortex. Disimpan pada suhu 4℃. 
3.5 Pembuatan Larutan 30% Acrylamide  
Ditimbang bis-acrylamide sebanyak 0.4 g dan acrylamide sebanyak 14.6 g 
dilarutkan dalam 50 mL dH2O dihomogenkan menggunakan magenitc stirrer. 
Disimpan pada suhu 4℃ dalam kondisi gelap. 
3.6 Pembuatan Larutan Running Buffer 
Ditimbang Sodium Dodecyl Sulphate (SDS) sebanyak 1 g, Tris-base sebanyak 
3.03 g dan Glycine 14.4 g dilarutkan dalam 700 mL dH2O disetarakan pada labu 
ukur 1.000 mL sampai tanda batas. Disimpan pada suhu ruang. 
3.7 Pembuatan Larutan Reducing Sample Buffer (RSB) 
Sebanyak 0.5 g SDS dimasukkan ke dalam tabung falcon yang berisi 0.25 mL 
dH2O 1.25 mL 1 M Tris-HCL pH 6.8, 2 mL Gliserol 100%, 0.1% Bromophenol 
Blue 0.4 mL  dan 100% 14.4 M β-mercaptoethanol 1 mL dihomogenkan 
menggunakan vortex. Ditambahkan sampai volume 10 mL dengan dH2O dan 
disimpan pada suhu 4℃. 
3.8 Pembuatan Larutan Pewarnaan (Staining) 
Sebanyak 0.25 g Comassie Brilliant Blue R-250 dilarutkan dalam Methanol 
45.5 mL, dan 9.2 mL Asam Asetat Glasial. Kemudian ditambahkan dH2O ke 






3.9 Pembuatan Larutan 10% SDS  
Sebanyak 70 mL Methanol 100% dicampurkan dengan 70 mL Asam Asetat 
Glasial 100%. Kemudian larutan dipindahkan ke dalam labu ukur 1.000 mL dan 
ditambahkan dH2O sampai tanda batas.   
3.10 Pembuatan Larutan Buffer Fosfat 0.2 M pH 7 
Buffer Fosfat dibuat dari 5 bagian larutan Sodium Dihydrogen Phosphate 
(NaH2PO4H2O) dan 8 bagian larutan Disodium Hydrogen Phosphate (NaHPO4). 
Untuk membuat larutan Sodium Dihydrogen Phosphate (NaH2PO4H2O) 
ditimbang sebanyak 27.598 g/L NaH2PO4H2O dilarutkan dengan dH2O sebanyak 
900 mL lalu diatur pH larutan hingga 7. Dipindahkan ke dalam labu ukur 1.000 
mL ditambahkan dH2O sampai tanda batas. Adapun larutan Disodium Hydrogen 
Phosphate ditimbang sebanyak 28.392 g/L NaHPO4 dilarutkan dengan dH2O 
sebanyak 900 mL lalu diatur pH larutan hingga 7. Dipindahkan ke dalam labu 
ukur 1.000 mL ditambahkan dH2O sampai tanda batas. 
3.11 Pembuatan Larutan Buffer Fosfat 0.1 M pH 7 
Larutan Buffer Fosfat 0.1 M dibuat dengan cara mengencerkan Buffer Fosfat 
0.2 M dengan rumus persamaan sebagai berikut: 
V1 x M2 = V2 x M2 
V1 x 0.2 M = 500 mL x 0.1 M 
V1 = 250 mL 
Buffer Fosfat 0.2 M sebanyak 250 mL dimasukkann ke dalam labu ukur 500 mL 





3.12 Pembuatan Larutan 0.02 M Tris-HCl pH 6.8 
 Sebanyak 0.121 g Tris-base (Mr= 121.14) dilarutkan dalam 30 mL dH2O 
dihomogenkan menggunakan magnetic stirer serta diatur pH larutan menjadi 6.8 
dengan penambahan HCL (untuk menurunkan pH larutan) dan NaOH (untuk 
menaikkan pH larutan) menggunakan pH meter. Kemudian dipindahkan pada labu 
ukur 50 mL dan ditambahkan dH2O hingga tanda batas. Larutan Buffer Fosfat 
disimpan pada suhu 4℃. 
3.13 Pembuatan Larutan 10x Phosphat Buffer Saline (PBS) pH 7.4 
Ditimbang NaCl sebanyak 4 g, KCL sebanyak 0.1 g, KH2PO4 sebanyak 0.1 g 
dan Na2HPO4 sebanyak 1.08 g. Kemudian dilarutkan dalam dH2O 300 mL dan 
diatur pH menjadi 7.4 larutan selanjutnya dimasukkan ke dalam labu ukur 500 mL 
ditambah dH2O sampai tanda batas.  
3.14 Pembuatan Larutan PBS-Tween 
Sebanyak 200 mL 10x PBS dituang ke dalam gelas kimia 250 mL lalu 
ditambahkan dengan 50µL Tween-20 dihomogenkan menggunakan magnetic 
stirrer.  
3.15 Pembuatan Larutan Coating Buffer 
Ditimbang Na2CO3 sebanyak 0.159 g, NaHCO3 sebanyak 0.293 g, NaN3 
sebanyak 0.02 g dilarutkan dalam dH2O 80 mL dan diatur pH menjadi 7.4 larutan 
selanjutnya dimasukkan ke dalam labu ukur 500 mL ditambah dH2O sampai tanda 
batas.  
3.16 Pembuatan Larutan Washing Buffer 
Sebanyak 100 mL 10x PBS dituang ke dalam gelas kimia 250 mL lalu 
ditambahkan dengan 50µL Tween-20 dihomogenkan menggunakan magnetic 
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stirrer. Larutan kemudian dipindahkan ke labu ukur ukuran 1.000 mL lalu 
ditambahkan dH2O sampai tanda batas. 
3.17 Pembuatan Larutan Blocking Buffer (PBS-Skim 5%) 
Ditimbang susu skim sebanyak 0.5 g kemudian dimasukkan ke dalam gelas 
kimia 100 mL yang berisi larutan 10x PBS 10 mL dihomogenkan menggunakan 
magnetic stirrer. Kemudian ditambahkan dH2O sebanyak 90 mL lalu 
dihomogenkan kembali.  
3.18 Pembuatan Larutan Substrat ELISA menggunakan pNPP 
Ditimbang pNPP sebanyak 0.01 g dimasukkan ke dalam tabung falcon 15 mL 
lalu ditambahkan 10 mL larutan Diethanolami 10%. Larutan dihomogenkan 
















Lampiran 4. Perhitungan 
4.1 Perhitungan Konsentrasi Elektroelusi Protein Rekombinan p72  
  Tabel 4.1.1 Konsentrasi larutan standar  










Gambar 4.1.1 Kurva standar 
 




Tanggal Absorbansi Konsentrasi (mg/mL) 
1 Elusi ke-1 17/04/2021 0.722 0.8076876 
2 Elusi ke-2 02/05/2021 0.741 0.8077978 





y = 0,0058x + 0,8035 























Perhitungan dosis antigen  
 Protein rekombinan p72 tanggal 17/04/2021 
Kadar = 0.808 mg/mL 
           = 808 µg 
Dosis = 200 µg/ekor 
M1 x V1 = M2 x V2 
808 x V1 = 200 x 400 
         V1 = 99 µL 
- Protein + Tris Cl pH 6.8 = 99 µL + 301 µL = 400 µL 
Perhitungan volume injeksi 
- Imunisasi pertama  
      protein rekombinan p72 + CFA = 400 µL + 400 µL = 800 µL 
- Booster  
protein rekombinan p72 + IFA = 400 µL + 400 µL = 800 µL 
4.2 Perhitungan Berat Molekul Protein Rekombinan p72 
Tabel 4.2.1 Nilai Rf dan massa molekul relative protein standard 
Pita Ke- BM Marker (kDa) Log BM A (cm) B(cm) Rf (x) 
1 250 2.397 1 6.1 0.163 
2 150 2.176 1.4 6.1 0.229 
3 100 2 2.1 6.1 0.344 
4 75 1.875 2.5 6.1 0.409 
5 50 1.698 4 6.1 0.655 
6 37 1.568 4.4 6.1 0.721 
7 25 1.397 4.6 6.1 0.754 





Gambar 4.2.1 Kurva berat molekul relative protein standard 
 
Tabel 4.2.2 Penentuan massa molekul relative sampel protein rekombinan p72 
Pita Ke- A (cm) B (cm) Rf Log BM BM (kDa) 
1 1.2 6.1 0.196 2.241 174.51 
2 1.7 6.1 0.278 2.137 137.11 
3 2.1 6.1 0.344 2.053 113.05 
4 2.6 6.1 0.4262 1.948 88.83 
5 3 6.1 0.491 1.864 73.24 
6 3.3 6.1 0.540 1.801 63.37 
7 4.2 6.1 0.688 1.613 41.05 
8 4.4 6.1 0.721 1.571 37.28 
Menghitung berat molekul relative pita protein rekombinan p72: 
Y = ax + b 
Y = -1.2778x + 2.4932 
Y = -1.2778 (0.491) + 2.4932 
    = 1,86 (anti Log) 




y = -1,2778x + 2,4932 






















Pengulangan   





1 K1 0.168 0.124 0.152 0.148 0.022271 
2 PI 0.226 0.213 0.219 0.219333 0.006506 
3 B2 0.243 0.218 0.217 0.226 0.014731 
4 B3 0.245 0.268 0.233 0.248667 0.017786 
5 B4 0.284 0.262 0.257 0.267667 0.014364 
6 B5 0.253 0.235 0.27 0.252667 0.017502 
7 B6 0.27 0.296 0.311 0.292333 0.020744 
8 B7 0.298 0.345 0.369 0.337333 0.036116 
 
Keterangan: 
K1: Kelinci kontrol negatif 
PI: Preimun 
B2: Bleeding minggu ke-2 
B3: Bleeding minggu ke-3 
B4: Bleeding minggu ke-4 
B5: Bleeding minggu ke-5 
B6: Bleeding minggu ke-6 









































Karakterisasi protein dengan SDS-
PAGE 










Gel dipotong secara vertical pada daerah 


















                                                                          96 well microplate datar 
 
Pengambilan darah pada kelinci 
 
Membran nitroselulose mini (7.0 x 8.5 cm)               Trans-Blot Turbo Transfer  
















    Hasil uji indirect ELISA dengan perbandingan 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 
